This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 



BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the appUcant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



rmS PAGE BUNK (usPTO) 



J 



Europaisches Patentamt 

® O))} European Patent Office 0 Veroffentlichungsnummer: 0 263 502 

Office europeen des brevets A2 



0 EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 

0 Anmeldenummer: 87114616.3 0 mt. CI.*: C12P 21/02 , C07K 5/00 , 

_ C07F 9/38 , A61 K 37/02 , 

<=) Anmeldetag: 07.10.87 C12P9/00 

//(C1 2P2 1 /02, C1 2R 1 : 1 25) 



% Prioritat: 09.10.86 DE 3634437 


© Anmelder; CIBA-GEIGY AG 


© Veroffentifchungstag der Anmeldung: 


Klybeckstrasse 141 


CH-4002 Basel(CH) 


'ia04.88Patentolatt 88/15 




® Benannte Vertragsstaaten: 


(3) Erfinder: Loeffler, Wolfgang, Prof. Dr. 


Gellertstrasse 1la 


AT BE CH DE ES FR GB GR IT LI LU NL SE 


CH^052 Basel(CH) 




Erfinder: Kugler, Martin, Dr. 




August-Lammle-Strasse 29 




D-7317 Wendlingen(DE) 




Erfinder: Jung, GUnther, Prof. Dr. 




Ob der Grafenhalde 5 




D.7400 TLibingen(DE) 




Erfinder: Kern, Armin, Dr. 




Burgholzweg 87 




D-7400 TUbingen(DE) 




Erfinder: Rapp, Claudius 




Jusinus-Kemer-Strasse 13 




D-7400 Tubingen(DE) 




@ Vertreter: Zumstein, Fritz, Dr. et al 




Brauhausstrasse 4 




D-8000 MUnchen 2(DE} 



0 Oligopeptld-Antibiotika. 



® Rhl20Cticine der Forme! 

CM 

^ COOH O OH 

^ X-Y-NH-<!:H-g=J-CH2-P^ (I), 

m 

worin X Wasserstoff Oder einen hydrophoben Aminosaurerest und Y einen basischen Aminosaurerest 
CD bedeuten, wobei die C2-Atome der Aminosaurereste die L-Konfigu ration besltzen. sowie geschutzte 
^ Derivate und Saize davon. 

O Die Verbindungen werden aus Kulturbruhen von Bacillus subtilis Oder synthetisch gewonnen und haben 
^ insbesondere fungizide Wirkung. 
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Die Erfindung betrifft neue Di-und Tripeptide, Verfahren zu ihrer Herstellung, Extrakte und Konzentrate 
aus Bakterienkulturbruhen enthaltend diese Oligopeptide in angereicherter Form, die Verwendung der 
neuen Peptide als Fungizide, Nematizide Oder Herbizide. und pharmazeutische Praparate. Pflanzen- 
schutzmittel und herbizide Mittel. die seiche Peptide enthalten. Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren 
zur Herstellung eines Spaltproduktes aus diesen Peptiden in optisch reiner Form und dieses optisch reine 
Spaltprodukt selbst. Die neuen Di-und Tripeptide werden ais Rhizocticine A, B. C. D etc. bezeichnet. das 
Spaltprodukt ist L-2-Amino-5-phosphono-3-cis-pentensaure (L-APPA). Rhizocticine haben antifungische, 
nennatizide und herbizide Wirkungen. 

Die Rhizocticine der vorliegenden Erfindung konnen aus Bakterien, insbesondere Bacillus subtilis. 
gewonnen- werden. Antifungische Extrakte aus Bacillus subtilis, die als "Rhizoctonia factor" und "Aspergillus 
factor" bezeichnet werden. sind neben dem bekannten antibiotischen Polypeptid Subtilin [Jansen et al.. 
Arch. Biochem. 4. 297 (1944)]. durch H. David Michener et al., Arch. Biochem. 22, 208-214 (1949). bekannt 
geworden. Die beiden Faktoren unterscheiden sich in ihrem Wirkungsspektrum, indem der Rhizoctonia 
Faktor gegen Aspergillus niger, Aspergillus oryzae. oder Fusarium lycopersici \ru Gegensatz zum Apsergil- 
lus ■ Faktor praktisch keine Aktivitat aufweist. Eine Reindarsteliung der wirksamen Verbindungen dieser 
Faktoren und ihre Strukturaufklarung ist nicht bekannt geworden. Die vorliegenden reinen Rhizocticine sind 
gegen Rhizoctonia solani im Vergleich zum unreinen Rhizoctonia Faktor urn zwei Zehnerpotenzen starker 
wirksam. 

Ebata et al., J. Antibiot. 22, 467-472 (1969) isolierten aus Bacillus subtilis PCI 219, der mit ATCC 6633 
identisch ist. drei antifungische Metabolite der Bacillomycin-Gruppe, welche sie als Subsporine bezeichne- 
ten. Diese Antibiotika entsprechend dem Aspergillus-Faktor in wesentlichen biologischen und physikaiischen 
Eigenschaften. so dass an der Identitat nicht zu zweifeln ist. 

Ebata et al. hatten den Rhizoctonia-Faktor und das zeitlich vorher erscheinende Bacilysin, ein gleich 
dem Rhizoctonia-Faktor niedermolekulares, hydrophiles Antibiotikum, ubersehen. 

Bacilysin, das Dipeptid N-AIanyl-3-{2.3-Epoxycyclohexanon-4-yl)-alanin (Walker et al., Biochem. J. 118 . 
563-565, 197). wurde erstmals 1946 (Forster et al., J. Bacteriol. 51_. 363-369) ohne Angaben zur chemischen 
Struktur unter dem Namen Baclllin, 1949 als Bacilysin [Newton, Brit. J. Exptl. Pathol. 30. 306-319 (1949)] 
und 1973 nochmals als Tetain [Chmara et a!., Biophys. Res. Commun. 52. 1382-1387 (1973)] beschrieben. 
In zwei Fallen waren die Produzenten Stamme der Art Bacillus subtilis und einmal Bacillus pumilus. Nach 
neueren Beobachtungen [Leoffler et al., J. Phytopathol. 15, 204-213 (1986)] wurde Bacilysin auch von 
Bacillus subtilis F-29-3. dem Fengymycin-Produzenten [Vanittanakom et al.. J. Antibiot. 39, 888-901 (1986)] 
sowie von alien ubrigen untersuchten Wildstammen der Species Bacillus subtilis sowie von ]e einem 
Stamm der Arten Bacillus pumilus and Bacillus licheniformis in verschiedenen Medien gebildet. Die 
Substanz hemmt einige Bakterien. die Sprosspiize Saccharomyces cerevisiae und Candida albicans, ist 
aber im Gegensatz zum Rhizoctonia-Faktor gegen Hyphenpilze praktisch wirkungslos. 

Eine gewisse Aehnlichkeit besteht zwischen Rhizocticin B und den Plumbemycinen A und B[Boo Kil. 
Park et al., Agr. Biol. Chem. 41_, 573-579 (1977)]. die jedoch aus Streptomyces (nicht enger ven^^andt mit 
dem Rhizocticin-Produzenten Bacillus) isoliert wurden. Die Uebereinstimmung betrifft auch nur den L-APPA- 
rest des Tripeptids Rhizocticin B, wohingegen die der L-APPA benachbarten Aminosauren verschieden 
sind. Die Plumbenycine A und B haben gemass Park et al. die Formeln L-Ala-L-Asp-D-APPA (A) und L-Ala- 
L-Asn-D-APPA (B). wobei die Zuordnung D zur APPA falsch sein durfte. Der augenfalligste Unterschied 
besteht in den sich nicht uberschneidenden, sehr verschiedenen Wirkungsspektren der Rhizocticine 
einerseits und der Plumbemycine andererseits. Plumbemycine wirken nur gegen Bakterien, Rhizoticine 
gegen Pilze. 

Die Erfindung basiert auf der Isoiierung, Reindarsteliung und Strukturaufklarung der Rhizocticine A. B, C 
und D aus Kulturbruhen von Bakterien. Ausgehend von diesen naturlich vorkommenden Rhizoctricinen 
konnen analoge Verbindungen mit ahnlichen oder verbesserten Bgenschaften auf an sich bekannte Weise 
hergestellt werden. 

Die Erfindung betrifft Rhizocticine der Formel 
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worin X Wasserstoff Oder einen hydrophoben Aminosaurerest und Y einen basrschen Aminosaurerest 
bedeuten, wobei die C2-Atome der Aminosaurereste die L-Konfiguration besitzen, sowie geschOtzte 
Derivate und Saize davon. 

Die verwendeten Abkurzungen entsprechen den international anerkannten Nomenkiaturregeln. In den 
5 abgekuhrzten Notierungen der Peptide ist die Aminogruppe auf der llnken und die Carboxygruppen auf der 
rechten Seite zu denken. 

Hydrophobe Aminosaurereste X sind von solchen Anninosauren abgeleitet, die am C2-Atom einen 
hydrophoben Rest tragen und sind Insbesondere L-Val. L-lle. L-Leu Oder L-Ala. X ist bevorzugt Wasserstoff 
Oder L-Val. 

70 Basische Aminosaurereste Y sind von solchen Aminosauren abgeleitet. die am C2-Atom einen basi- 
schen Rest tragen und sind insbesondere L-Arg, L-Lys. L-Orn oder Homologe davon, z.B. L-HomoArg. Y ist 
bevorzugt L-Arg. 

Die Aminosaure an der rechten Seite der Formel I hat die chemische Bezeichnung L-2-Amino-5- 

phosphono-3-cis-pentensaure und wird abgekurzt als L-APPA bezeichnet. 
75 Bevorzugte Rhizocticine der Formel I sind diejenigen, worin X Wasserstoff und Y L-Arg (Rhizocticin A: 

L-Arg-L-APPA) Oder X L-Val und Y L-Arg (Rhizocticin B: L-Val-L-Arg-L-APPA) bedeuten und ihre Salze. 

Weiter bevorzugte Rhizocticine der Fonmel I sind solche worin X L-lle und Y L-Arg (Rhizocticin C: L-Ile- 

L-Arg-L-APPA) Oder X L-Leu und Y L-Arg (Rhizocticin D: L-Leu-L-Arg-L-APPA) bedeuten und ihre Salze. 
Eine weitere bevorzugt Gruppe von Rhizocticinen der Formei 1 sind L-VaJ-L-Lys-L-APPA. L-Aia-L-Arg-L- 
20 APPA, L-HomoArg-L-APPA, L-Val-L-HomoArg-L-APPA. L-lle-L-HomoArg-L-APPA. L-Leu-L-HomoArg-L- 

APPA. L-lle-L-Lys-L-APPA. L-Leu-L-Lys-L-APPA. L-Ala-L-Lys-L-APPA. L-Va!-L-Orn- L-APPA. L-lle-L-Orn-L- 

APPA, L-Leu-L-Orn-L-APPA und L-Aia-L-Orn-L-APPA und ihre Salze. 

Geschutzte Derivate der "Rhizocticine der Formel I sind solche. in denen eine Oder mehrere funktionelle 

Gruppen in geschutzter Form vorliegen. Solche Schutzgruppen sind in der Peptidchemie bekannt und 
25 konnen bei der chemischen Peptidsynthese zum Schutz der funktionellen Gruppen vor unerwunschter 

Reaktion benutzt werden, wie weiter unten ausgefuhrt ist Eine besondere Art sind unter physioiogischen 

Bedingungen abspaltbare Schutzgruppen, die auch nach der Synthese eingefuhrt werden konnen und die 

unter physioiogischen Bedingungen. d.h. in vivo , abgespalten werden konnen. 

Salze sind in erster Linie die inneren Salze der Rhizocticine der Formel I, aber auch 
30 Saureadditionssalze oder Salze mit Basen. Fur phamnzeutische Zwecke hauptsachlichst physiologisch 

unbedenkliche Salze in Frage, die aber auch fur Pflanzenschutzzwecke oder als Herbizide einsetzbar sind. 

Solche Salze sind Saureadditionssalze mit anorganischen Sauren, insbesondere Mineralsauren. z.B. 

Saizsaure. Schwefelsaure oder Phosphorsaure, Oder Salze mit organischen Carbon-. Sulfon-oder Sul- 

fosauren, z.B. Essigsaure. Propionsaure, Glykolsaure. Bernsteinsaure, Maleinsaure. Hydroxynnaleinsaure, 
35 Methylmaleinsaure, Fumarsaure, Aepfelsaure, Weinsaure. Zitronensaure, Benzoesaure, Zimtsaure. Man- 

delsaure, Salicylsaure, 4-Aminosalicylsaure, 2-Phenoxybenzoesaure. 2-Acetoxybenzoesaure. Embonsaure. 

Nicotinsaure Oder isonicotinsaure, ferner Aminosauren, sowie Methansulfonsaure, Ethansuifonsaure, 2- 

Hydroxyethansulfonsaure. Ethan-1 »2-disulfonsaure. Benzoisulfonsaure, 4-Methyl-benzolsulfonsaure oder 

Naphthalin-2-suIfonsaure, oder mit anderen sauren organischen Verbindungen. wie Ascorbinsaure. 
40 Rhizocticine mit freier Phosphono-und/oder Carboxylgruppen konnen Metall-oder Ammoniumsalze 

bilden, wie Alka!imetail-und Erdalkalimetal!-, z.B. Natrium-. Kalium-, Magnesium-oder Calciumsalze. sowie 

Ammoniumsalze mit Ammoniak oder geeigneten organischen Aminen, wobei in erster Linie aliphatische, 

cycloaiiphatische, cycloaliphatischaliphatische oder araiiphatische primare, sekundare Oder tertiare Mono-. 

Di-oder Polyamine. sowie heterocycllsche Basen fur die Satzbildung in Frage kommen, wie Niederalkyla- 
45 mine. z.B. Triethylamin, Hydroxyniederalkylamine. z.B. 2-Hydroxyethyiamin. Bis-(2-hydroxyethyl)-amin, 2- 

Hydroxy-ethyl-diethyi-amino Oder Tri-(2-hydroxyethyl)-amin, basische aliphatische Ester von Carbonsauren. 

z.B. 4-Aminob0n2oesuaure72-diethylaminoethyiester. Niederalkylenamine. z.B. 1-Ethylpiperidin, Cycloalkyla- 

mine, z.B. Dicyclohexylamin. oder Benzylamin, z.B. N.N'-Dibenzylethylendiamin, ferner Basen vom Pyridi- 

ntyp. z.B. Pyridin, Collidin oder Chinolin. 
50 Zur Isolierung oder Reinigung konnen auch phanmazeutisch oder phytologisch ungeeignete Salze 

Verwendung finden. 

Die Erftndung betrifft auch die Verfahren zur Herstellung der Rhizocticine der Formel I, ihrer Derivate 
und Salze, dadurch gekennzeichnet, dass man 

a) einen Rhizocticine produzierendern Bakterienstamm in einem Nahrmedium, dass gegebenenfalis 
55 eine Aminosaure X oder Y oder ein Dipeptid X-Y enthalt, zuchtet und aus der Kuiturbruhe das gewunschte 

Rhizocticin oder Rhizocticingemisch isoliert. oder 

b) in beliebiger Reihenfolge die Aminosauren X, Y und L-2-Amino-5-phosphono-3-cis-pentensaure, 
Oder geschutzte Derivate davon, peptidartig miteinander verknupft. Oder 
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c) zur Hersteilung eines Rhizocticins der Forme! I, worin X Wasserstoff ist, aus einem Rhizocticin der 
Forme! I, worin X einen liydrophoben Aminosaurerest darstellU X abspaltet. wenn notwendig. die 
Schutzgruppe{n) abspaltet und eine erhaltenes Rhizocticin der Forme! I in ein Salz Oder ein erhaltenes Salz 
in die freie Verbindung Qberfuhrt. 

5-: Vertahren a: Rhizocticine produzierende Bakterienstamme sind insbesondere Bacillus Arten. v/ie insbe- 
sondere Bacillus subtilis. z.B. ATCC 6633 Oder F-29-3, Oder gegebenenfalls auch Stamme der weiter vorn 
genannten Bacillus Arten, wie Bacillus pumilis oder Bacillus licheniformis. 

Nahrmedium fiir die Produktion von Rhizocticinen sind wassriger Natur und entlialten Kohlenstoff-und 
Stickstoffquellen. Mineralsaize und definierte oder komplexe organische Zusatze. Geeignete Nahrmedien 

70 enthalten beispielsv/eise einen Zucker, wie Glucose oder Mannit, Glycerin. Glutaminsaure, Sojamehl, 
Hefeextrakt, Ammoniumsuifat. Natriumchlorid, Kaliumchlorid. Kaliumhydrogenphosphat, Calciumcarbonat. 
Magnsium-, Bsen-. Kupfer-und Mangansulfat, und dergleichen. Mit Vorteil wird anstelle von Glucose Mannit 
eingesetzt und zusatz lich eine Aminosaure. Insbesondere Asparagin oder auch eine der fur die Rhizocticin- 
synthese benotigten und in die Rhizocticine einzubauenden Aminosauren oder Dipeptide. 

75 Die Zuchtung des Bakterienstammes erfolgt zwischen 15 und 33**C, bevorzugt bei 27*0. in ublichen 
Fermentern steigender Grosse unter aeroben Bedingungen. bevorzugt bis ein Maximum an Rhizocticinen 
gebildet ist. 

Die Aufarbeitung der Kulturbriihe erfolgt nach an sich bekannten Methoden, z.B. nach Ansauern auf pH 
< 7. bevorzugt etwa pH 2J5, mitteis Salzsaure. durch Abtrennen der Bakterienzellen mittels Zentrifugation 

20.: Oder RItration. Einengen der erhaltenen Bakterienfreien Kutturbruhe. z.B. durch Abdamplen, erneute 
Klarung z.B. durch Zentrifugation. Einengen zur Trockne. Aufnehmen in Aethanol. z.B. 70%-igem Aethanol. 
erneute Fallung durch Abkuhlen, z.B. auf etwa 4**C, und erneutes Einengen des aikoholischen Ueberstan- 
des. Das Einengen erfolgt bevorzugt durch Lyophilisation. Der erhaltene alkoholische Extrakt enthalt die 
Rhizocticine in angereicherter Form. 

25 Die weitere Reinigung erfolgt in saurer, wassriger Phase mit Adsorberharzen, z.B. Amberlite XAD-16, im 
Batchverfahren oder an einer Saule. und mittels Ausschluss-und lonenaustauschchromatographie, z.B. an' 
Sephadex CM-15 und Sephadex G-25. wobel a!s mobile Phasen deionisiertes Wasser. 5%-iger wassriger 
Ethylalkohoi und Ammoniumacetat-Puffer pH 4 bis pH 5.5 dienen konnen. Durch wiederholte Ausschlus- 
schromatographie. z.B. an Sephadex G-10 mit 15 % EtOH/85 % H2O als l_aufmittel konnen die Rhizocticine 

30 A und B in reiner Form gewonnen werden. Eine weitere Reinigungsstufe stellt die Hochdruckflussigkeit- 
schromatographie dar. z.B. an RP18 Nucleosil. 

Aus den vorgereinigten Rhizocticin B enthaitenden Fraktionen konnen die Rhizocticine C und D durch 
Hochdrucktlussigkeitschromatographie an RPi8 Nucleosil gewonnen werden. 

Zur Hersteliung der anderen unter die Formel I fallenden Rhizocticine werden dem Nahrmedium die 

35 entsprechenden anderen hydrophoben und basischen Aminosauren H-X-OH bzw. H-Y-Oh. oder Dipeptide 
H-X-Y-OH zugesetzt und die Aufarbeitung auf analoge Weise durchgefuhrt. 

Die Erfindung betriftt auch die aus den Kulturbruhen gewonnenen Extrakte und Konzentrate enthaltend 
die Rhizocticine in angereicherter Form. 

Verfahren b: Die Verknupfung von X, Y und L-APPA zum gewunschten Di-oder Tripeptid erfolgt durch 

40- Ausbildung einer Amidbindung zwischen zwei Fragmenten, namlich der Carboxylgruppen des linken 
Fragmentes und der a-Aminogruppe des rechten Fragmentes. Fall X ebenfalls eine Aminonsaure ist, kann 
die Verknupfung in verschiedener Reihenfolge geschehen indem beispielsweise zuerst das Fragment Y mit 
dem- Fragment L-APPA und das Reaktionsprodukt mit X, oder zuerst X mit Y und das entstehende 
Dipeptidfragment X-Y mit L-APPA amidartig verknupft wird. 

45 Die zu benutzenden Methoden sind in der Peptidchemie allgemein bekannt. 

Vorzugsweise wird die Reaktion so durchgefuhrt, dass man ein reaktionsfahiges Carbonsaurederivat 
des einen Fragments mit dem komplementaren Fragment, das eine freie a-Aminogruppe aufweist, umsetzt. 
wobei die Aktivierung der Garboxylgruppe des Carbonsaurederivate. auch in situ erfolgen kann. 

Reaktionsfahige Carbonsaurederivate sind in erster Unie reaktionsfahig aktivierte Ester oder reak- 

50 tionsfahige Anhydride, ferner reaktionsfahige cyclische Amide; dabei konnen reaktionsfahige Saurederivate 
auch in situ gebildet werden. 

Aktivierte Ester von Sauren sind insbesondere am VerknCipfungskohlenstoffatom des veresternden 
Restes ungesattigte Ester, z.B. vom Vinylester-Typ. wie eigentliche Vinylester (die man z.B. durch 
Umesterung eines entsprechenden Esters mit Vinyiacetat erhalten kann; Methodes des aktivierten Viny la- 
ss sters), Carbamoylvinylester {die man z.B. durch Behandein der entsprechenden Saure mit einem Isoxazo- 
liumreagens erhalten kann; 1 ,2-Oxazolium-oder Woodward-Methode), oder 1-NiederaIkoxy vinylester (die 
man z.B. durch Behandein der entsprechenden Saure mit einem Niederalkoxyacetylen erhalten kann; 
Ethoxyacetylen-Methode), oder Ester vom Amidinotyp. wie N.N'-disubstituierte Amidinoester (die man z.B. 
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durch Behandein der entsprechenden Saure mit einem geeigneten N.N'-disubstituierten Carbodimid, 2.B. 
N.N'-Dicyclohexylcarbodiimid. erhalten kann; Carbodiimid-Methode), Oder N,N-disubstituierte Amidinoester 
(die man z.B. durch Behandein der entsprechenden Saure mil einem N.N-disubstituierten Cyanamid 
erhalten kann; Cyanamid-Methode). geeignete Arylester, insbesondere durch Elektronen-anzlehende Substi- 

5 tuenten geeignete substiutierte Phenylester (die man z.B. durch Behandein der entsprechenden Saure mit 
einem geeignet substituierten Phenol, z.B. 4-Nitrophenol. 4-Methytsulfonyl-phenol, 2,4,5-Trichlorphenot. 
2.3,4.5,6-Pentachlorphenol Oder 4-Phenyldiazophenoi, in Gegenwart eines Kondensationsmittels. wie N,N'- 
• DIcyclohexyl-carbodiimid. erhalten kann; Methode der aktivierten Arylester). Cyanmethylester (die man z.B. 

durch Behandein der entsprechenden Saure mit Chioracetonitril in Gegenwart einer Base erhalten kann; 

70 Cyanmethylester-Methode), Thioester, insbesondere gegebenenfalls, z.B. durch Nitro. substituierte Phenyl* 
thioester (die man z.B. durch Behandein der entsprechenden Saure mit gegebenenfalls. z. B. durch Nitro. 
substituierten Thiophenolen. u.a. mit Hilfe der Anhydrid-oder Carbodiimid-Methode. erhalten kann; Methode 
der aktlvierten Thiolester), Amino-oder Amidoester (die man z.B, durch Behandein der entsprechenden 
Saure mit einer N-Hydroxyamino-bzw. N-Hydroxy-amido-Verbindung. z.B. N-Hydroxy-succinamid. N- 

75 Hydroxy-piperidin, N-Hydroxy-phthalimid Oder l-Hydroxy-benztriazol. z.B. nach der Anhydrid-oder 
Carbodiimid-Methode. erhalten kann; Methode der aktivierten N-Hydroxyester) Oder Silytester (die man z.B. 
durch Behandein der entsprechenden Saure mit einem Silyiierungsmittei, z.B. Hexamethyldisilazan, erhalten 
kann und die leicht mit Hydroxy-, nicht ober Aminogruppen reagieren). 

SaureanhydrTde konnen symmetrische Oder vorzugsweise gemischle Anhydride dieser Sauren sein, so 

20 z.B. Anhydride mit anorganischen Sauren. wie Saurehalogenide, insbesondere Saurechloride (die man z.B. 
durch Behandein der entsprechenden Saure mil Thionylchlorid, Phosphorpentachlorid oder Oxalylchlorid 
erhalten kann; Saurechloridmethode), Azide (die man z.B, aus einem entsprechenden Saureester uber das 
entsprechende Hydrazid und dessen Behandlung mit salpetriger Saure erhalten kann; Azidmethode). 
Anhydride mit Kohlensaurehalbderivaten, wie mit entsprechenden Estern, z.B. Koh- 

25 iensaurentederalkylhalbestern (die man z.B. durch Behandein der entsprechenden Saure mit Halogen-, wie 
Chlorameisensaure-niederalkyiestern oder mit einem 1-Niederalkoxycarbonyl-2-niederalkoxy-l .2-dihydro- 
chinolin, z.B. l-Niederalkoxycarbonyl-2-ethoxy-1 ,2-dihydrochinolin, erhalten kann; Methode der gemischten 
0-AIkyl-kohiensaureanhydride), Oder Anhydride mit dihalogenierter, insbesondere dichiorierter Phos- 
phorsaure (die man z.B. durch Behandein der entsprechenden Saure mit Phosphoroxychlorid erhalten kann; 

30 Phosphoroxychloridmethode). oder Anhydride mit organischen Sauren. wie gemischte Anhydride mit 
organischen Carbonsaure (die man z.B. durch Behandein der entsprechenden Saure mit einem gegebenen- 
falls substituierten Niederalkan-oder Phenylalkancarbonsaurehalogenid, z.B. Phenylessigsaure-, Piva- 
linsaure-oder Trifluoressigsaurechlorid erhalten kann; Methode der gemischten Carbonsaureanhydride) oder 
mit organischen Sulfonsaure (die man z.B. durch Behandein eines Salzes. wie eines Alkalimetailsalzes, der 

35 entsprechenden Saure, mit einem geeigneten organischen Sulfonsaurehatogenid, wie Niederalkan-oder 
Aryl-, z.B. Methan-oder p-Toluolsulfonsaurechlorid. erhalten kann; Methode der gemischten Sui- 
fonsaureanhydride), sowie symmetrische Anhydride (die man z.B. durch Kondensation der entsprechenden 
Saure in Gegenwart eines Carbodiimids oder von 1-Diethylaminopropin erhalten kann; Methode der 
symmetrischen Anhydride). 

40 Geeignete cyclische Amide sind insbesondere Amide mit funfgliedrigen Diazacyclen aromatischen 
Charakters, wie Amide mit imidazolen, z.B. Imidazol (die man z.B. durch Behandein der entsprechenden 
Saure mit N,N'-Carbonyldiimidazol erhalten kann; Imidazoiid-Methode). Oder Pyrazolen, z.B. 3,5-Dimethyl- 
pyrazol (die man z.B. uber das Saurehydrazid durch Behandein mit Acetylaceton erhalten kann; Pyrazolid- 
Methode). 

45 Wie erwahnt, konnen die Carbonsaurederivate auch in situ gebildet werden. So kann man z.B. N,N'- 
disubstituierte Amidinoester in situ biiden. indem man das Gemisch des komplementaren Fragments mit 
• der freien Aminogruppe und des Peptidfragments mit freier Carboxylgruppe in Gegenwart eines geeigneten 

N.N-disubstituierten Carbodiimids, z.B. N.N'-Dicylcohexylcarbodiimid, zur Reaktion bringt. Ferner kann man 
Amino-oder Amidoester der Saure In Gegenwart des zu acylierenden Amins biiden, indem man das Gemi- 

50 sch der entsprechenden Saure-und Amino-Ausgangsstoffe in Gegenwart eines N.N'-disubstituierten Carbo- 
diimids, z.B. N,N'-Dicyciohexyl-carbodiimid, und eines N-Hydroxy-amins oder N-Hydroxy-amids, z.B. N- 
Hydroxysuccinimid, gegebenenfalls in Anwesenheit einer geeigneten Base, z.B .4-Dimethylamino-pyridin, 
umsetzt. 

Alternativ kann Verfahrensvarianle b) auch so durchgefuhrt werden, dass man ein Fragment mit freier 
55 Carboxylgruppe mit dem komplementaren Fragment umsetzt, in dem die Aminosaure in reaktionsfShiger 
Form vorliegt. Die Aminogruppe kann z.B. durch Umsetzung mit einem Phosphit. z.B. Diethylchlorphosphit, 
1.1-Phenylen-chlorphosphit, Ethyl-dichlor-phosphit. Ethylen-chlor-phosphit Oder Tetraethylpyrophosphit. akti- 
viert werden. 
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Die Aminogruppe kann auch durch Bindung an Halogencarbonyl. z.B. Chlorcarbonyl, Oder in Form einer 
Isocyanatgruppe aktiviert sein. 

Freie funktionelle Gruppen in den Fragmenten, die. sofem sie nicht an der Reaktlon teilnehmen sollen, 
darum vorteiliiafterweise in geschiitzter Form vorliegen. sind Carboxyl-und Aminogruppen, sowie die 
Hydroxygruppen der L-APPA, die ais saure Hydroxygruppen analog den Carboxylgruppen geschutzt 
werden kdnnen. 

Schutzgruppen, ihre Einfuhrung und Abspaltung sind beispielsweise beschrieben in "Protective Groups 
in Organic Chemistry", Plenum Press. London. New York 1973. und in "Methoden der organischen 
Chemie". Houben-Weyl. 4. Auflage. Bd. 15/1, Georg-Thieme-Verlag, Stuttgart 1974 sowie in Theodora W. 
Greene. "Protective Groups in Organic Synthesis. John Wiley & Sons. New York 1981. Charakteristisch fur 
Schutzgruppen ist, dass sie ieicht, d.h. ohne dass unerwunschte Nebenreaktionen stattfinden. z.B. solvolyti- 
sch, reduktiv. photolytisch Oder auch unter physiologischen Bedingungen abspaltbar sind. 

Carboxylgruppen sind ubiicherweise in veresterter Form geschutzt. wobei solche Estergruppenierungen 
unter schonenden Bedingungen leicht spaltbar sind. In dieser Art geschutzte Carboxylgruppen enthalten als 
verestemde Gruppen in erster Unie in 1-Stellung verzweigte Oder in 1-oder 2-Stellung geeignet substituierte 
Niederalkyigruppen. Bevorzugte. in veresterter Form vorliegende Carboxylgruppen sind u.a. tert.-Niederal- 
koxycarbonyl. z.B. tert.-Butylcarbonyl. Arylmethoxycarbonyl mit einem oder zwei Arylresten. wobei diese 
gegebenenfalls:z-e. durch. Niederalkyl. wie tert.-N(ederalkyl. z.B. tert-Butyi, Niederalkoxy, wie Methoxy, 
Hydroxy. Halogen, Z.H: Chlor. und/oder Nitro. mono-Oder polysubstituierte Phenylreste darstellen. wie 
gegebenenfalls. z.B. wie oben erwahnt. substituiertes Benzyloxycarbonyl. z-B. 4-Methoxybenzyloxycarbonyl, 
Oder 4-Nitroenzyloxycarbony!. oder gegebenenfalls. z,B. wie oben erwahnt, substituiertes Diphenylmethoxy- 
carbonyl. z.B. Diphenylmethoxycarbonyl Oder Di-(4-methoxyphenyl)-methoxycarbonyl-1-Niederalkoxyniede- 
ralkoxycarbonyl. wie Methoxymethoxycarbonyl. 1 -Methoxyethoxycarbonyl oder 1-Ethoxymethoxycarbonyl, 
l-Nlederalkylthioniederalkoxycarbonyl. wie 1-Methylthiomethoxycarbanyl oder 1-Ethylthioethoxycarbonyi! 
Aroylmethoxycarbonyl. worin die Aroylgruppe gegebenenfalls, z.B. durch Halogen, wie Brom. substituiertes 
Benzoyl darstellt. z.B. Phenacyloxycarbonyl. 2-Halogenniederalkoxycarbonyl. z.B. 2.2.2-Trichiorethoxycarbo- 
nyl, 2-Brometrioxycarbonyl oder 2-lodethoxycarbonyl. oder 2-(trisubstituiertes Silyl)-eihoxycarbonyi. worin 
die Substttuenten unabhangig voneinander je einen gegebenenfalls substituierten. z.B. durch Niederalkyl. 
Niederalkoxy, Aryl. Halogen, und/oder Nitro substituierten. aliphatischen. araliphatischen. cycloaliphatischeri 
Oder aromatischen Kohlenwasserstoffrest. wie entsprechendes. gegebenenfalls substituiertes Niederalkyl. 
Phenylniederalkyl. CycloalkyI oder Phenyl, bedeuten. z.B. 2-TriniederalkylsilylethoxycarbonyI. 2-Trimethylsi- 
lyethoxycarbonyl oder 2-(Di-n-butyl-methyl-silyl)-ethoxycarbonyl. oder 2-Triarylsilyiethoxycarbonyl. wie 2- 
Triphenylsilylethoxycarbonyl. 

Die oben und im foigenden erv/ahnten organischen Silyl-oder Stannylreste enthalten vorzugsweise 
Niederalkyl, insbesondere Methyl, als Substituenten der Silizium-oder 2inn-Atome. Entsprechende Silyl- 
oder Stannylgruppen sind in erster Unie Triniederalkylsiiyl. insbesondere Trimethylsilyl. ferner Dimethyl- 
tert.-butyl-silyl. oder entsprechende substituiertes Stannyl. z.B. Tri-n-butylstannyl, 

Bevorzugte geschijtzte Carboxylgruppen sind tert.-Niederalkoxycarbonyl. wie tert.-Butoxycarbonyl. und 
in erster Linie gegebenenfalls, z.B. wie oben erwahnt substituiertes Benzyloxycarbonyl, wie 4-Nitrobenzylo- 
xycarbonyl. oder Diphenylmethoxycarbonyl, vor adem 2-(TrimethyIsily!)-ethoxycarbonyl. 

Eine geschutzte Aminogruppe kann z,B. in Form einer leicht spaltbaren Acylamino-. Arylmethylamino-. 
veratherten Mercaptoamino-. 2-Acyl-niederalk-1-en-yl-amino-. Silyl-oder Stannylaminogruppe oder als Azi- 
dogruppe voriiegen. 

In einer entsprechenden Acylaminogruppe ist Acyl beispielsweise der Acylrest einer organischen 
Carbonsaure mit z.B. bis zu 18 Kohienstoffatomen. insbesondere einer gegebenenfal!s.z.B. durch Halogen 
Oder Aryl. substituierten Alkancarbonsaure oder gegebenenfalls. z.B. durch Halogen. Niederalkoxy oder 
Nitro. substituierten Benzoesaure, Oder eine Kohlensaurehaibesters. Solche Acylgruppen sind beispiels- 
weise Niederalkanoyl. wie 'Formyl. Acetyl oder Propionyl. Halogenniederalkanoyl. wie 2-HalogenacetyI. 
insbesondere 2-Chlor- 2-Brom-. 2-lod-. 2.2,2-Trifiuor-oder 2.2.2-Trichloracetyl. gegebenenfalls. z.B. durch 
Halogen, Niederalkoxy Oder Nitro substituiertes Benzoyl. z.B. Benzoyl, 4-Chlorben2oyl, 4-Methoxyben2oyl 
Oder 4-Nitroben2oyl, oder in 1-Stellung des Niederalkylrestes verzweigtes oder in 1-oder 2-SteIlung 
geeignete substituiertes Niederalkoxycarbonyl. insbesondere tert.-Niederalkoxycarbonyl. z.B. tert.-Butyloxy- 
carbonyi. Arylmethoxycarbonyl mit einem oder zwei Arylresten, die vorzugsweise gegebenenfalls. 2.B. 
durch Niederalkyl. insbesondere tert.-NiederalkyI, wie tert.Butyl. Niederalkoxy. wie f^ethoxy. Hydroxy, 
Halogen, z.B. Chlor. und/oder Nitro.mono-oder polysubstituiertes Phenyl darstellen, wie gegebenenfalls 
substituiertes Benzyloxycarbonyl. z.B. 4-Nitro-ben2yloxycarbonyl. oder substituiertes Diphenylmethoxycar- 
bonyl, z.B. Benzhydryloxycarbonyi oder Di-(4-methoxyphenyl)-methoxycarbony!. oder 9-Fluorphenyimetho- 
xycarbonyl. Aroylmethoxycarbonyl, worin die Aroylgruppe vorzugsweise gegebenenfalls. z.B. durch Halo- 
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gen. wie Brom. substituiertes Benzoyl dargestellt, z.B. Phenacyloxycarbonyi, 2-Halogen-niecleraIkoxycarbo- 
nyl, 2.8. 2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl, 2-Bromethoxycarbonyl oder 2-lodethoxycarbonyl, Oder 2- 
(trisubstrturertes Silyl)-ethoxycarbonyl, worin die Substituenten unabhangig voneinander je einen gegebe- 
nenfalls substituierten, z.B. durch Niederalkyi. Niederaikoxy. Aryl, Halogen, oder Nitro substituierten, 

5 aliphatischen, araliphatischen. cycloaliphatischen oder aromatischen Kohienwasserstoffrest mit bis zu 15 C- 
Atomen, wie entsprechendes, gegebenenfalis substituiertes Niederalkyl. PhenylniederalkyI, Cycloalkyi oder 
Phenyl, bedeuten, z.B. 2-Triniederalkylsilylethoxycarbonyl, wie 2-Trimethylsifylethoxycarbonyl oder 2-(Di-n- 
butyl-methyl-silyl)-ethoxycarbonyl, oder 2-Triarylsilyethoxycarbonyl, wie 2-Triphenylsilylethoxycarbonyl. 

Weitere, ais Aminoschutzgruppen in Frage kommende Acyireste sind auch entsprechende Reste 

10 organischer Phosphor-, Phosphon-oder Phosphinsauren, wie Diniederalkyiphosphoryi, z.B. Dimethylphos- 
phoryi. Diethylphosphoryl, Di-n-propylphosphoryl oder Diisopropylphosphoryl, Dicycloalkylphosphoryl, z.B. 
Dicyclohexylphosphoryl, gegebenenfalis substituiertes Diphenylphosphoryl, z.B. Diphenylphosphoryl, gege- 
benenfalis, z.B. durch Nitro substituiertes Di(phenylniederaIkyl)-phosphoryl, z.B. Dibenzylphosphoryl oder 
Di-(4-nitrobenzyl)-phosphoryl, gegebenenfalis substituiertes Phenyloxy-phenyl-phosphonyl, z.B. 

75 Phenyloxyphenyl-phosphonyt. Diniederalkylphosphinyl, z.B. Diethylphosphlnyl, oder gegebenenfalis substi- 
tuiertes Diphenylphosphinyl, z.B. Diphenylphosphinyl. 

In einer Arylmethyiaminogruppe, die eine Mono-. Di-oder insbesondere Triarylmethylaminogruppe 
darstellt. sind die Arylreste insbesondere gegebenenfalis substituierte Phenylreste. Solche Gruppen sind 
beispielsweise Benzyl-, Diphenyimethyl-und insbesondere Tritylamlno. 

20 In einem als Aminoschutzgruppe verwendbaren 2-Acyl-niederalk-1-en-1-yl-rest ist Acyl z.B. der entspre- 

chende Rest einer Niederalkancarbonsaure, einer gegebenenfalis, z.B. durch NiederalkyI, wie Methyl oder 
tert.-Butyl, Niederalkoxy, wie.Methoxy, Halogen, wie Chlor, und/oder Nitro substituierten Benzoesaure. oder 
insbesondere eines Kohlensaurehalbesters, wie eines Kohlensaure-niederalkylhalbestes. Entsprechende 
Schutzgruppen sind in erster Linle l-Niederalkanoyl-prop-1-en-2-yl, z.B. 1-Acetyl-prop-1-en-2-yi. oder 1- 

25 Niederalkoxycarbonyl-prop-1 -en-2-yU z.B. 1 -Ethoxycarbonyl-prop-1 -en2-yl, 

Eine Aminogruppe kann auch in protonierter Fornn geschutzt werden; als entsprechende Anionen 
kommen in erster Linie diejenigen von starken anorganischen Sauren. wie von Halogenwasserstoffsauren, 
z.B. das Chlor-oder Bromanion. oder von organischen Suifonsauren, wie p-Toluolsulfonsaure, in Frage. 

Bevorzugte Aminoschutzgruppen sind Acyireste von Kohlensaurehalbestem. insbesondere tert.-Butylo- 

30 xycarbonyL gegebenenfalis. z.B. wie angegeben, substituiertes Benzyloxycarbonyl (BOC). z.B. 4-Nitro- 
benzyioxycarbonyl. Oder Diphenylmethoxycarbonyl. oder 9-FiuorenylnDethoxycartx)nyl (Fmoc). oder 2- 
Halogen-niederalkoxycarbonyl. wie 2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl, femer Trityl oder Fonmyl. 

Als Schutzgruppe, wie insbesondere Carboxylschutzgruppe, im Sinne dieser Annneldung ist auch ein in 
leicht abspaltbarer Weise mit der zu schutzenden funktioneilen Gruppe. wie insbesondere Carboxylgruppe. 

35 verbundener polymerer Trager zu verstehen, wie er z.B. ftir die Merrifield-Synthese geeignet ist. Ein solcher 
geeigneter polymerer Trager ist z.B. ein durch Copolymerisation mit Divinylbenzol schwach vernetztes 
Polystyrolharz. das zur reversiblen Bindung der Peptidreste geeignete Bruckenglieder tragt. 

Die Reaktion kann in an sich bekannter Weise durchgefuhrt werden, wobei die Reaktionsbedingungen 
in erster Linie davon abhangen, ob und wie die an der Reaktion teilnehmende Carboxylgruppe aktiviert ist 

40 ubiicherweise in Gegenwart eines geeigneten Losungs-oder VerdOnnungsmittels oder eines Gemlsches von 
solchen, und, falls notwendig, in Gegenwart eines Kondensationsmittels, das z.B., wenn die an der Reaktion 
teilnehmende Carboxylgruppe als Anhydrld vorliegt. auch ein Saure-bindendes Mlttels sein kann, unter 
Kuhlen oder Erwanmen, z.B. In einem Temperaturbereich von etwa -30*'C bis etwa +150**C. in einem ge- 
schlossenen Reaktionsgefass und/oder in der Atmosphare eines Inertgases. z.B. Stickstoff. Uebliche 

45 Kondensationsmittel sind z.B. Carbodiimlde, beispielsweise N.N'-Diethy!-. N.N'-Dipropyl-. N,N-Dicyclohexyl- 
oder N-Ethyl-N'-{3-dimethylaminopropyI)-carbodiimid, geeignete Carbonyiverbindungen. beispielsweise Car- 
bonyldiimidazol, oder 1,2-Oxazoliumverbindungen. z.B. 2-EthyI-5-phenyl-1.2-oxazolium-3'-suIfonat und 2- 
tert.-ButyI-5-methyl-isoxazolium-perchlorat. oder eine geeignete Acylaminoverbindung. z.B. 2-Ethoxy-1- 
ethoxycarbonyl-1,2-dihydrochinolin. Uebliche saurebindende Kondensationsmittel sind z.B. Alkalimetallcar- 

50 bonate oder -hydrogencarbonate, z.B. Natrium-oder Kaiiumcarbonat oder -hydrogencarbonat (ubiicherweise 
zusammen mit einem Suifat). oder organlsche Basen, wie ubiicherweise stertsch gehinderte Triniederalkyla- 
mine, z.B. N,N-Diisopropyl-N-ethyl-amin. 

Verfahren c: Zur Abspaitung des hydrophoben Aminosaureester X aus einem Rhizocticin der Forme! X- 
Y-L-APPA konnen ubiiche Amidspattungsmethoden eingesetzt werden. Die Spaltung kann in saurem 

55 Medium, z.B. mit Salzsaure. durchgefuhrt werden, wobei durch entsprechende Einstellung des pH-Wertes, 
der Temperatur und Zeit eine weitergehende Hydrolyse des gewunschten Spaltprodukten der Formei Y-L- 
APPA vermieden wird. 
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Bevorzugt wird X enzymatisch mrttels einer Protease. z.B. Thermolysin Oder insbesondere Pronase, 
z.B. aus Streptomyces griseus, abgespalten. 

Die Abspaltung der Schutzgruppen erfolgt in an sich bekannter Weise, z.B. mittels Solvolyse, insbeson- 
dere Hydrolyse. Alkoholyse Oder Acidolyse, oder mittels Reduktion. insbesondere Hydrogenolyse Oder 
chemische Reduktion. gegebenenfalls stufenweise Oder gleichzeitig. wobei auch enzymatische Methoden 
verwendet werden konnen. 

So kann man tert.-Niederalkoxycarbonyl oder in 2-Stellung durcli eine organische Silylgruppe oder in 1- 
Stellung durch Niederalkoxy oder Niederalkylthio substituiertes Niederalkoxycarbonyl oder gegebenenfalls 
subslituiertes Diphenylmethoxycarbonyl z.B. durch Behandein mit einer. geeigneten Saure, wie Amei- 
sensaure oder Trifluoressigsaure. gegebenenfalls unter Zugabe einer nucieophilen Verbindung, wie Phenol 
Oder Anisoi, in freies Carboxyl uberfuhren. Gegebenenfalls substituiertes Benzyloxycarbonyl kann z.B. 
mittels Hydrogenolyse, d.h. durch Behandein mit Wasserstoff in Gegenwart eines metailischen Hydrierkata- 
lysators. wie eines Palladium katalystors. freigesetzt werden. Pernor kann man geeignet substituiertes 
Benzyloxycarbonyl, wie 4-Nitrobenzyloxycarbonyl. auch mittels chemischer Reduktion. z.B. durch Behan- 
dein mit einem Alkalimetall-, z.B. Natriumdithionit, oder mit einem reduzierenden Metail. z.B. Zink, oder 
Metallsalz. wie einem Chrom-ll-salz, z.B. Chrom-ll-chlorid, ubiicherweise in Gegenwart eines Wasserstofr- 
abgebenden Mittels. das zusammen mit dem Metall nascierenden Wasserstoff zu erzeugen vermag, wie 
einer Saure, in erster Linte einer geeigneten Carbonsaure. wie einer gegebenenfalls. z.B. durch Hydroxy, 
substituierten Niederalkancarbonsaure. z3. Essigsaure, Ameisensaure. Glycolsaure. Diphenylglycolsaure, 
Milchsaure, Mandelsaure. 4-Chlor-mandelsaure Oder Weinsaure. oder eines Alkohols oder Thiols, wobei 
man vorzugsweise Wasser zugibt. in freies Carboxyl uberfuhren. Durch Behandein mit einem reduzierenden 
Metall Oder Metallsalz, wie oben beschrieben, kann man auch 2-Haiogen-niederalkoxycarbonyl 
(gegebenenfalls nach Umwandlung einer 2-Brom-niederalkoxycarbonylgruppe in eine entsprechende 2-Iod- 
niederalkoxycarbonylgruppe) oder Aroyimethoxycarbonyl in freies Carboxyl umwandein, wobei Aroylmetho- 
xycarbonyl ebenfalls durch Behandein mit einem nucieophilen, vorzugsweise salzbildenden Reagens, wie 
Natriumthiophenolat oder Natriumjodid. gespalten werden kann. Substituiertes 2-SiIylethoxycarbonyl kann 
auch durch Behandein mit einem, das Fluoridanion liefernden Salz der Fluorwaserstoffsaure, wie einem 
Alkalimetallfluorid. z.B. Natrium-oder Kaliumfiuorid, in Anwesenheit eines macrocyciischen Polyethers 
("Kronenether"). oder mit einem Fluorid einer organischen quaternaren Base, wie Tetraniederalkylammc- 
niumfluorid oder Triniederalkyl-aryl-ammoniumfluorid, z.B. Tetraethylammoniumfluorid oder Tetrabutylam- 
moniumfluorid, in Gegenwart eines aprotischen polaren Losungsmittels. wie Dimethylsulfoxid oder N.N- 
Dimethylacetamid. in freies Carboxyl ubergefuhrt werden. 

Eine geschiitzte Aminogruppe setzt man in an sich bekannter und je nach Art der Schutzgruppen in 
verschiedenartiger Weise. vorzugsweise mittels Solvolyse oder Reduktion. frei. 2-Halogen-niederalkoxycar- 
bonyiamino (gegebenenfals nach Umwandlung eine 2-Brom-niederalkoxycarbonylaminogruppe in eine 2- 
lod-niederalkoxycarbonytaminogruppe). Aroyimethoxycarbonylamino oder 4-Nitrobenzyloxycarbonylamino 
kann z.B. durch Behandein mit einem geeigneten chemischen Reduktionsmittel. wie Zink in Gegenwart 
einer geeigneten Carbon saure. wie wassriger Essigsaure. gespalten werden. Aroyimethoxycarbonylamino 
kann auch durch Behandein mit einem nucieophilen, vorzugsweise salzbildenden Reagens, wie Natriumthio- 
phenolat. xind 4-Nitro-benzyloxycarbonylamino auch durch Behandein mit einem Alkalimetall-. z.B. Natrium- 
dithionit. gespalten werden. Gegebenenfalls substituiertes Diphenylmethoxycarbonylamino, tert.-Niederalko- 
xycarbonylamino oder 2-trisubstituiertes Silylethoxycarbonylamino kann durch Behandein mit einer geeigne- 
ten Saure. z.B. Ameisen-oder Trifluoressigsaure. gegebenenfalls substituiertes Benzyloxycarbonylamino 
Z.B. mittels Hydrogenolyse, d.h. durch Behandein mit Wasserstoff in Gegenwart eines geeigneten Hydrier- 
katalysators. wie eines Palladiumkatalysators. gegebenenfalls substituiertes Triarylmethylamino oder Formy- 
lamino z.B. durch Behandein mit einer Saure, wie Mineralsaure, z.B. Chlorwasserstoffsaure, oder einer 
organischen Saure. z.B. Ameisen-. Essig-oder Trifluoressigsaure. gegebenenfalls in Gegenwart von Wasser 
gespalten, und eine mit einer organischen Silylgruppe geschiitzte Aminogruppe z.B. mittels Hydrolyse oder 
Alkoholyse freigesetzt werden. Bne durch 2-Halogenacetyl, z.B. 2-Chloracetyl. geschutzte Aminogruppe 
kann durch Behandein mit Thioharnstoff in Gegenwart einer Base, oder mit einem Thioiatsalz, wie einem 
Alkalimetallthiolat. des Thioharnstoffs und anschliessende Solvolyse, wie Alkoholyse Oder Hydrolyse. des 
entstandenen Kondensationsprodukts freigesetzt werden. Eine 9-Fluorenylmethoxycarbonylgruppe kann 
durch eine Base, insbesonders Piperidin oder Piperazin abgespalten werden. Eine durch 2-substituiertes 
Silylethoxycarbonyl geschutzte Aminogruppe kann auch durch Behandein mit einem Fluoridanionen liefern- 
den Salz der Fluorwaserstoffsaure. wie oben im Zusammenhang mit der Freisetzung einer entsprechend 
geschutzten Carboxylgruppe angegeben, in die freie Aminogruppe ubergefuhrt werden. 
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In Form einer Azidogruppe geschutztes Amino wird 2.B. durch Reduktion in freies Amino ubergefuhrt. 
beispielsweise durch kataiytische Hydrierung mit Wasserstoff in Gegenwart eines Hydrierkatalysators. wie 
Plattnoxid, Palladium Oder Raney-Nickel. Oder auch durch Behandein mit Zink in Gegenwart einer Saure, 
wie Essigsaure. Die kata lytische Hydrierung wird vorzugsweise in einem inerten Losungsmittel. wie einem 
5 halogenierten Kohlenwasserstoff. 2.B. Methylenchlorid, Oder auch In Wasser oder einem Gemisch von 
Wasser und einem organischen Losungsmittel. wie einem Alkohol oder Dioxan, be! etwa 20°C bis 25*'C. 
Oder auch unter KCihlen oder Erwarmen, durchgefuhrt. 

Wenn erwunscht, werden beim Vorhandensein von mehreren geschutzten funktionellen Gruppen die 
Schutzgruppen so gewahit, dass gleichzeitig mehr als eine solche Gruppe abgespatten werden kann. 
70 beispieisweise acidolytisch. wie durch Behandein mit Trifluoressigsaure oder Ameisensaure. oder reduktiv. 
wie durch Behandein mit Zink und Essigsaure, Oder mit Wasserstoff und einem Hydrierkatalysator, wie 
einem Palladium-Kohle-Kataiysator. 

Die Hersteilung von Salzen der Rhizocticine erfolgt nach den ubiichen Methoden, z.B. durch Umsatz mit 
der entsprechenden Saure oder Base in einem geeigneten Losungsmittel, wie Wasser oder Ethanol. und 
75 Abdampfen des Losungsmittel, oder in einem unpolaren Losungsmittel, wie Ether oder Tetrahydrofuran 
und/oder Pentan, und Ausfallen des Salzes. Zur Hersteilung der Saize und der freien Verbindungen. die als 
Innere SaIze vorliegen, konnen auch lonenaustauschharze auf an sich bekannte Weise eingesetzt werden. 

Die Rhizocticine der voriiegenden Erfindung haben fungizide, nematizide und herbizide Wirkungen, wie 
sich in den fo'genden Tests zeigen 'asst. Fur die Versuche zur biologischen Charakterisierung wurde ein 
20 Rhizocticin-Praparat mit einer spezifischen Aktivitat von etwa 35 % verwendet. 

Wirkung gegen Nematoden: Im Test gegen Caenorhabditis elegans wirken die Rhizocticine in Konzen- 
trationen bis 10 ug/ml innerhalb von zwei Tagen letal gegen alie Nematoden. Bei Rhizocticin-Konzentratio- 
nen von 3,5 ug/m! ist die Bewegung der Nematoden gegen uber der Kontrolle reduziert. 

Herbizide Wtrkung: Bei 70 ug/ml ist das Wurzelwachstum von Lepidium sativum geringfugig reduziert. 

25 

Spektrum der durch Rhizocticine gehemmten Mikroorganismen: 
-Wirkprofite: Piize (Tabelle 1); Prokaryonten (Tabelle 2) 

30 

Die Hemmhofdurchmesser wurden jeweiis fur alle angegebenen Konzentrationen ermittelt. In den Zeilen 
sind von links nach rechts die wirksamen Konzentrationen angegeben (jeweiis als mm Hemmhofdurchmes- 
ser). und wo sich rechts keine Zahlen mehr anschliessen, bedeuten die leeren Stellen "keine Wirkung", 
Ausnahme: Microsporum gypseum (unter "Onygenales ...'') - dort war der Diffusionstest nicht.auswertbar 

35 (allerdings zeigte sich Aktivitat bei Anwendung eines anderen Testverfahrens). 

MIC, IC50-und IClO-Werte fur Fadenpiize wurden wie folgt besimmt: Rhizocticin-Losungen in 35 % Ethanol 
wurden in verschiedenen Konzentrationen hergestellt. 50 ul Losungen wurden zu 5 ml sterilem. 45*0 
warmem Malzagar hinzugegeben und in sterile Petrischalen (55 mm Durchmesser) gegossen. Die Konzen- 
trationen an Rhizocticin waren 3.5, 1,1. 0,35, 0,11, 0,035 und 0,011 ug/ml. Die Flatten wurden mit zylindri- 

40 schen Agarstuckchen (6 mm Durchmesser) aus der Randzone wachsender Pilzkolonien zentra) beimpft. 
Wahrend eines Zeitraumes von zwei bis zehn Tagen wurden der Durchmesser der wachsenden Kolonien 
gemessen. Die erhaitenen Messdaten wurden zur Bestimmung der minimalen Hemmkonzentrationen (MIC) 
sowie der Konzentrationen, bei denen das Antibiotikum eine 50%-ige (IC 50) bzw. eine 10%-ige Wachstum- 
shemmung (IC 50) verursacht, herangezogen, Kontrollplatten ohne Antibiotikum dienten als Referenz (100 

45 % Wachstum). 

Die minimalen Hemmkonzentrationen fur Sprosspiize (MIC) wurden in Mikrotiterplatten (24 Vertiefungen. 
16 mm Durchmesser; Costar, Cambridge. USA) besimmt. Diese enthalten pro Vertiefung 940 ul MaJzme- 
dium, 50 ul einer uber Nacht in Mafzmedium herangezogenen Vorkultur sowie 10 ul einer Rhizocticin- 
Losung in 35%-igem Ethanol. 
50 Die Rhizocticin-Endkonzentrationen lagen im Bereich von 3.5 bis 0,011 uVm\. Nach 24 Stunden 

Inkubationsdauer wurden diejenigen Konzentrationen, in der Verdunnungsreihe als MIC bezeichnet, bei 
denen gerade kein Wachstum der Keime festgestellt werden konnte. 

In der Tabelle bedeuten Zeilen ohne Zahlenangaben in den entsprechenden Spalten, dass keine Tests 
(MIC. IC 50. IC 10) ausgefuhrt worden sind. 

55 
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Tabelle 1 : Antifungische NA^rkung des Rhizocticins gegen Pilze (Malzmedium). 

Hemmhoftyp: 
rr sehr schwach bewachsen 
5 W schwach bis mittelstark bewachsen 
W+ stark bewachsen 
' Test an der Riesenkolonie 
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Tabelle 2; Rhizoctiein-unempf indllche Prokaryonten (keitie Hemmung 
bei Priifung gegen 3,5 ug Rhizocticin pro Rondelle), 



70 



75 



20 



25 



GRAM-POSITIVZ BAKTERIEN 
Arthrobacter aure scans 
Arthrobacter oxydans 
Bacillus cereus 
Bacillus subtiills 
Brevibacterium flavuin 
Clostridium pasteurianum 
CorynebacteriuTn insidiosum 
Micrococcus luteus 
Staphylococcus aureus 
Streptomyces glaucescens 
Streptomyces violaceoruber 
Streptomyces viridochromogenes 



Medium^ Temperatur (^'C) 

NB, 27 
NB, 27 
nHA, 37 
Ox, KB, 37 
Ox, 37 
Cloat, 27 
Ox, 27 
NB, 27 
Ox, 37 
TiHA, 27 
nHA, 27 
TiHA, 27 



30 



35 



40. 



45 



50 



55 



GRAM-NEGATIVE BAKTERIEN 
Achromobacter geminiani 
Escherichia coli 
Proteus mirabilis 
Proteus vulgaris 
Pseudomonas fluorescens 
Salmonella typhimurium 



nHA, 37 
Ox, MB, 37 
NB, 37 
NB, 37 
NB, 27 
nHA, 37 



Testmedien: Die Angaben fur Testmedien beziehen sich auf 1 1 entionisiertes Wasser 
NB-Medium: Nutrient Broth 8.0 g. pH 7,0 

nHA-Medium: Hefeextrakt 4.0 g. Malzextrakt 10,0 g, Glucose 4.0 g, pH 7.3 
Oxo-Medium: Ox Lab Lemco Fleischextrakt 10.0 g, Pepton aus Casein 10,0 g. Nad 5,0 g. pH 7.2 
MB-Medium: Glucose 8.0 g. NaCi 5,0 g. Di-Ammoniumtartrat 4.0 g. MgSO^ x 7H2O 1 ,0 g. K^HPOii 2,0 g. 
CaCl2 200 mg. MnS02 x H2O 10 mg, Ferrioxamin B 20.0 mg. pH 7,0 

Clost-Medium: Pepton aus Casein 20.0 g. Glucose 50.0 g. Malzextrakt 3.0 g. Ox Lab Lemco Reischextrakt 

3,0 g. Hefeextrakt 30, g, Ascorbinsaure 200.0 mg, pH 7,0 

MA-Medium: Malzextrakt 20.0 g, pH gemessen 6,0 

Fur feste Nahrmedien wurden 20 gl Difco-Agar hinzugefugt. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der Rhizocticine der Fornnel I und ihrer Saize und der 
Rhizocticine enthaltenden Extrakte oder Konzentrate als Fungizide. Nematizide Oder Herbizide. 

Die Erfindung betrifft auch pharmazeutische Praparate, die als NA^rkstoff eine wirksame Dosis eines der 
erfindungsgemassen Rhizocticine oder ein Saiz davon zusammen mit einer signifikanten Menge eines 
pharmazeutischen Tragermaterials enthalten. insbesondere solche intravenosen, oder topischen Applikation 
an Warmbluter. wie in allererester Linie den Menschen. 
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Die Dosierung des Wirkstoffes hangt von der Warmbluter-Spezies. dem Korpergewicht, Alter und dem 
individuellen Zustand, der zu behandelnden Krankheit sowie von der Appiikationsweise ab. Die Dosis pro 
Warmbluter von etwa 70 kg Gewicht betragt im allgemeinen etwa 50 bis 500 mg.Die erfindungsgemassen 
pharmazeutischen Praparaten eignen sich zur oralen Oder parenteralen. z.B. i.v.. i.m. Oder topischen 
5 Verabreicliung. 

Die erfindungsgemassen pharmazeutischen Praparaten eignen sich zur oralen oder parenteralen. z.B. 
i-v., i.m. Oder insbesondere zur toptsciien Verabreichung. 

Beispielsweise venA^endet man die Wirkstoffe der Formel I der vorliegenden Erfindung in Form von 
injizierbaren, z.B. intravenos, verabreichbaren Praparaten oder Infusionslosungen. Seiche Ldsungen sind 
10 vorzugsweise isotopische wassrige Losungen oder Suspensionen, welche z.B. aus lyophilisierten 
Praparaten, welche den reinen Wirkstoff oder den Wirkstoff zusammen mit einenn Tragermateriai. z.B. 
Mannit, enthalten, vor Gebraucht hergestellt werden konnen. Pharmazeutische Praparaie zur oralen Anwen- 
dung sind gegebenenfalls sterilisiert und konnen Hilfsstoffe, z.B. Konservier-, Stabilisier-. Netz-und/oder 
Emulgiermittel, Loslichkeitsvermittler, Saize zur Regulierung des osmotischen Druckes und^oder Puffer 
T5 enthalten. Fur die topische Anwendung eignen sich insbesondere Sprays. Lotions und Pulver, auch 
Zapfchen. z.B.Vaginalzapfchen. die auf ubiiche Weise hergestellt werden. Die vorliegenden pharmazeuti- 
schen Praparate. die, wenn erwunscht, weitere pharmakologisch wertvolle Stoffe. z.B. andere Wirkstoffe, 
enthalten konnen. enthalten etwa 0,1 % bis 100 %. insbesondere etwa 1 % bis zu 100 %, des N/Virkstoffes. 

Die pharamazeutischen Praparate werden in an sich bakannter Weise, z.B. nr.ltteis konventioneller, in 
20 Pharmakopoen beschriebener Verfahren. hergestellt. 

Die pharmazeutischen Praparate der vorliegenden Erfindung konnen in einem Verfahren zur therapeuti- 
schen Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers angewendet werden, z.B. zur Behandlung von 
Infektionen. welche durch Pilze oder Nematoden verursacht werden. 

Weitere Verwendungsmoglichkeiten fur die Rhizocticine der Formel 1 und ihre SaIze bestehen im 
25 Pfianzenschutz, z.B. bei der Bekampfung von Pilzkrankheiten von Pfianzen. z.B. von Gewachshauskulturen. 
bei der Pflege von infizierten Baumen etc. Fur diese Verwendung eignen sich z.B. Aerosoie. Dafur konnen 
auch rohe Extrakte und Konzentrate aus Rhizocticine produzierenden Bakterienstammen eingesetzt werden. 

Die Erfindung betrlfft daher auch Pflanzenschutzmittel enthaltend ein Rhizoticin der Fonmel I oder ein 
pfianzenvertragliches Salz davon oder Rhizocticine enthaltende Extrakte oder Konzentrate aus Rhizocticine 
30 produzierenden Bakterienstammen, insbesondere aus Bacillus subtilis ATCC 6633. 

Die Pflanzenschutzmittel enthalten eine tungizid wirksame Menge an Rhizocticinen in puiverformiger 
Oder geloster Form. Bevorzugt erfolgt die Anwendung in verspruhbarer wassriger Losung. 

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung der Rhizocticine ats herbizide MitteL Solche herbiziden 
Mittel enthalten ein Rhizocticin der Formel I oder ein Salz davon, oder Rhizocticine enthaltende Extrakte 
35 Oder Konzentrate aus Rhizocticine produzierenden Bakterienstammen, insbesondere aus Bacillus subtilis 
ATCC 6633. 

Die Erfindung betrifft femer ein Verfahren zur Herstellung optisch reiner L-2-Amino-5-phosphono-3-cis- 
pentensaure (L-APPA). dadurch gekennzeichnet, dass man ein durch Fermentation eines Rhizocticine 
produzierenden Bakterienstammes erhaltenes Rhizocticin oder Rhizocticingemisch hydrolytisch spaltet und 
40 die L-APPA in optisch reiner Form isoiiert. 

Die wie weiter vorn beschrieben hergestellten Rhizocticine, insbesondere Rhizocticin A, B, C Oder D, 
Oder Mischungen davon, werden auf an sich bekannte Weise hydroiytisch In die einzelnen Aminosauren 
aufgespalten. Die hydrolytische Spaltung kann unter sauren Be. dingungen, z.B. mit 6N SalzsSure bei 
Temperaturen bis zu etwa 110**C. Oder bevorzugt enzymatisch. z.B. durch Behandein mit einer Protease. 
45 Z.B. Thermolysin. Carboxypeptidase A oder Trypsin, bei Temperaturen zwischen Zimmertemperatur und 
45**C. bevorzugt. je nach Enzym. bei ca. 29'*C bis 41 °C, durchgefOhrt werden. 

Die isolierung von L-APPA erfolgt chromatographisch, z.B. mittels lonenaustauschern, wie Dowex 50 
WX8. Oder eine der in der Peptidchemie iiblichen Reinigungsmethoden. 

Die Erfindung betrifft auch die optisch reine L-2-Amlno-5-phosphono-3-cis-pentensaure und Salze 
50 davon. 

Salze der L-APPA sind diejenigen mit den gleichen Sauren und Basen die unter den Rhizocticin Salzen 
aufgefuhrt sind. 



55 Betspiele 

In den Belspielen werden die folgenden Kulturmedien verwendet. 
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Komplexes Produktiansrned'mm (T-Medium): 

Glucose t5;ag 

Glycerin 10,0 g. 
5 Sojamehl 15,0 g 

(NHi)S04 5.0 g 

Hefeextrakt 1.0 g 

NaCI 5,0 g 

CaCOs 5.0 g 
10 enlionisiertes Wasser 1 L 

pH 7.3 



Definiertes Produktionsmedium (PL-Medium): 

75 

Mannit 20.0 g 

Asparagin 1 ,a g 

Glutaminsaure^ 5.0 g 

KHPOa 1.0 g - 
20- MgSOxixrHzO 500.0 mg 

KCI 500.0 mg 

FeSOs X 7 H2O 0.15 mg . 

CuSo3 X 5 H2O 0.16 mg 

MnSOi 5.0 mg 
25 entionisiertes Wasser 1 i 

pH 6.0 

Der in den Beispielen verwendete Mikroorganismus Bacillus subtilis ist bekannt und kommerzieil 

erwerbbar. z.B. unter der Bezeichnung ATCC 6633 von der Americn Type Culture Collection. 

Der gleiche Stamm ist auch von den folgenden Hinterlegungsstellen erhaltlich 
30 (Hinterlegungsstelle/Bezeichnung): National Collection of Industrial Bacteria/NCIB 8054. Institute for 

Fermentation/IFO 13720. National Collection of Type Cultures/NCTC 10400. Institute of Applied 

Microbiology/IAM 1069, Deutsche Sammlung von r\/Iikroorganismen/DSM 347. 

Der verwendete Stamm ATCC 6533 wurde am 2. Februar 1987 gemass dem Budapester Vertrag 

nochmals bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen, Grisebachstr. 8, D-3400 Gottingen. hinterlegt 
35 und erhielt die Bngangsnummer DMS 3973 zugeteilt (Hinterlegt Bezugszeichen BS6633). 
Die folgenden Abkurzungen werden benutzt: 

AS Aminosaure 

Boc tert.-Butyloxycarbonyl 

DC Dunnschichtchromatographie 
40 DCC Dicyclohexylcarbodiimid 

DCH Dicyciohexylharnstoff 

DMF Dimethylformamid 

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl 

GC Gaschromatographie 
45 HOBt Hydroxybenotriazol 

OSu N-Hydroxysuccinimidester 

RT Raumtemperatur 

TFE Trifluoressigsaure 

50 

Beispiel 1 : Fermentation im Kolbenmassstab: 

500 ml Erienmeyerkolben mit einem seitlichen Einstich (Schikane). die 100 ml Nahrlosung (Medium 
PL) enthaiten, werden mit je 0.4 ml Sporensuspension von ATCC 6633 beimpft und aui einer rotierenden 
55 Schuttelmaschine bei 120 rpm und 27**C ca. 72 h inkubiert. 
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Beispiel 2: Fermentation im 20 1 Massstab: 

Die Fernnentation wird in einem Bioreaktor mit Instrumenteneinheit zur Messung und Regelung von 
Propellerdrehzahi, Temperatur, pH, Beluftung und Antischaummittelzugabe durchgefuhrt. Die Umwalzung 

5 . der Nahrlosung inn Ruhrkessel wird durch ein Intensor-Umwurfsystem gewahrleistet. Der Reaktor wird mit 
19 I Nahrlosung (PL) gefullt und in situ sterilisiert (20 Min. bei 121 *'C und 1 atm Ueberdruck). Nach dem 
Abkuhlen wird mit 5 % einer mindestens 10 Tage alten. gut versporten Kultur (siehe Beispiel 1) beimpft und 
bei 27**C. 800 rpm und 5 1/Min. Luftdurchsatz inkubiert. Zur Unterdruckung der Schaumbildung wird nach 
Bedarf Antischaummitte! hinzudosiert. 

10 Die Ernte erfolgt nach ca. 60 Stunden, wenn das Produktionsmaximum erreicht ist, durch das 

Abzentriiugieren der Zellmasse. 
Figur 1 zeigt eine Fermentation im 20 1-Massstab. 

75 Beispiel 3: Fermentation im 200 t Massstab 

Die Produktion der gewunschten Verbindungen wird in einem Bioreaktor mit instrumenteneinheit zur 
Messung und Regelung von Propellerdrehzahi. Temperatur, pH, BelOftung und Antischaummittelzugabe 
mittels Schaumsonde durchgefuhrt. Die Beluftung erfolgt submers in einem iniensor-Umwurf system. Die 
20 Sterilisation erfolgt in situ mit 200 I Nahrlosung (PL) nach einem internen Programm. Das Impfmaterial, 5 i 
einer unter Beispiel 1 beschriebenen. mindestens 10 Tage atten Vorkultur wird direkt Ober ein Schlauchlei- 
tung eingepumpt. Fermentationsparameter: 27*0. 800 rpm (Propellendrehzahl) und 50 i/Min. Luftdurchsatz. 

Die Ernte erfolgt nach ca. 60-80 Stunden, wenn ein Maximum der Konzentration der gewunschten 
Verbindungen erreicht ist. 

25 Nach der Ernte konnen die Verbindungen aus dem Kulturfiltrat mit den ubiichen chemisch-pysikali- 
schen. vorwiegend chromatographischen und spektroskopischen Methoden isoliert werden. 

Ausbeute der Rhizocticine in Bezug auf das Kulturfiltrat: 
ca, 30 mg/l, d.h. 60 g pro Fermenter. 
Figur 2 zeigt eine Fermentation im 200 t Massstab. 

30 

Beispiel 4: Aufarbeitung aus PL-Medium irn 5 1_ Massstab mittels Amberlite XAD-16 (Batchverfahren) und 
Seohadex CM-25 und G-15 

35 5 I Kulturbruhe werden mit 5N HCI auf pH 2,5 eingestellt. Der entstandene Niederschlag wird in einer 
Sorvali-Zentrifuge mit einem GSC 3 Rotor bei 10 000 g (ca. 8 000 rpm) abgetrennt und verworfen. In der 
Fofge wird der Ueberstand (4.5 I) bei 50** zur Trockene eingeengt und in 500 ml 70 % Ethanoi 
aufgenommen. 

Bei 4°C wird eine emeute Fallung durchgefuhrt und das Prazipitat vom hockaktiven Ueberstand 
40 getrennt. Der Niederschlag wird zweimal mit je 200 ml 70 % Ethanoi extrahiert und die aktiven Ueberstande 
werden vereinigt und eingeengt. 

Anschliessend wird das brauniiche Konzentrat in 500 ml deionisiertem Wasser aufgenommen, auf pH 3 
eingestellt und im Batchverfahren mit 150 g Amberlite XAD-16 eine Stunde lang geruhrt. Hierdurch konnen 
meianinartige und lipophile Verunreinigungen an das Absorberharz gebunden werden, wahrend die Rhizoc- 
45 ticine nicht adsorbiert werden. Das Adsorberharz wird abgetrennt, mit 200 ml deionisiertem Wasser gewa- 
schen und die wassrigen Fraktionen vereinigt. Der Reinigungsvorgang mit Amberlite XAD-16 wird wieder- 
holt und das gesamte wassrige Volumen eingeengt. 

Das Lyophilisat wird in 10-15 ml 5 % Ethanoi aufgenommen und durch eine Gelfiltration an Sephadex 
G-15 mit 5 % Ethanoi weiter gereinigt. Die aktiven Fraktionen werden vereinigt. lyophiiisiert und in 2 ml 5 % 
so Ethanoi aufgenommen. Nachfolgend wird ein zweiter Chromatographiedurchgang mit einer weiteren G-15 
Saule durchgefuhrt. 

Die lyophtlisierten. aktiven Fraktionen des vorhergehenden Schrittes werden in 2 ml 5 mM 
Ammoniumacetat-Puffer pH 4 gelost und auf eine Sephadex CM-25 Saule aufgetragen. Wahrend die 
meisten Verunreinigungen bei oben genanntem Puffer nicht an den schwachen lonenaustauscher binden. 
55 werden die Rhizocticine zuruckgehalten. Bei der Elution mit 100 mM Ammoniumacetat-Puffer pH 4 konnen 
die Rhizocticine A und B (fruhere Bezeichnung Rhizocticine I bzw. Ill) voneinander getrennt werden. 
Die Endreinigung der Rhizocticine erfolgt mittels Ausschlusschromatographie an Sephadex Gl-5. 
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Beispiel 5: Aufarbeitung aus PL-Medium im 25 I-und 200 I-Massstab mittets einer Amberlite XAD'16 Saule 
und Sephadex CH-25 und C-l 5 

Bei der Aufarbeitung von 25 bzw*. 200 1-Fermentern wird die Zellmasse auf pH 2,5 bis 3 eingeslelll und 
mit einer Schlammzentrifuge abgetrennt Ein sofortiges Einengen am Dunnschichtverdampfer oder mil 
ahnlichen Verfahren ist wegen stark schaumender Fermentationsprodukte nicht Oder nur mit sehr grossen 
Schwierigkeiten mil PL-Medium als Basis durchfuhrbar. 

Durch Saulenchromatographie an Amberlite XAD-16 (1/10 des Ausgangs volumens) werden die 
storenden Detergentien sowie ein Teil der lipophilen und melaninartigen Verbindungen gebunden. 

Der wassrige Durchlauf und das Waschwasser werden bei 60°C am Dunnschichtverdampfer eingeengt 
und lyophilisiert. 

Die weitere Aufreinigung der Rhizocticine erfolgt in Aniehnung an Beispiel 4. 



Beispiel 6^ Aufarbeitung aus PL-Medium im 5 X*Massstab mittels Bio-Gel P2. Sephadex CM-25 und 
Sephadex G-10 

5 I Kulturbruhe werden mit 5N HCI auf pH 2,5 eingestellt. Der entstandene Niederschlag wird in einer 
Sorvall-Zentrifuge mit einem GSG 3 Rotor bet 10 000 g (ca. 8 000 rpm) abgetrennt und verworfen. In der 
Folge wird der Ueberstand (4,5 1) bei 30-40**C zur Trockene eingeengt und in 500 ml 70 % Ethanol 
aufgenommen. 

Bei 4<'C wird eine erneute Fallung durchgefuhrt und das Prazipitat vom aktiven Ueberstand getrennt. 
Der Niederschlag wird zweimal mit je 200 ml 70 % Ethanol extrahiert, die aktiven Ueberstande vereinigt 
und eingeengt- 

Das aktive Lyophilisat (27,5 g) wird durch Gelfiltration an Bio-Gei P2 (200-400 mesh) mit reinem Wasser 
als Laufmittel weitergereinigt: v: 70 ml/h; Gelbett: 875 mm x 50 mm; 10 ml/Fraktion. Pro Biogel-Lauf wercien 
hierzu 9,1 g (obige Gesamtmenge in 3 Aiiquots aufgeteilt), gelost in 10-15 ml deionisertem Wasser, 
aufgetragen. Die aktive Fraktionen (Fr. 98-124) werden zusammengefasst und lyophilisiert. 

2ur Weiterreinigung wird das gesamte Lyophilisat (1,85 g in 2 ml 100 mM Ammoniumacetat gelost) auf 
eine Sephadex CM-25-Saule. aquilibriert mit 100 mM Ammoniumacetat in Wasser (pH 5,5) aufgegeben. Die 
Eiution erfolgt ebenfalls mit diesem Startpuffer. v: 50 ml/h; 700 mm x 30 mm Gelbett; 7 ml/Fraktion. Die 
aktiven Fraktionen werden vereinigt und dreimal zur weitgehenden Pufferentfernung lyophilisiert (230 mg 
Ausbeute). 

Zur Auftrennung in Rhizocticin A und B und gleichzeitiger Feinreinigung wird eine Ausschlus- 
schromatographie an Sephadex G-10 mit 15 % EtOH/85 % H2O als Laufmittel durchgefuhrt: 
v: 16 ml/h; 4 ml/Fraktion; Gelbett: 950 mm x 20 mm 
Die gesamte antlfungische Aktivitat wird in den Fraktionen 30-46 eluiert. 
Dabet treten zwei Aktivitatsmaxima auf: Rhizocticin B in Fraktion 33 
Rhizocticin A in Fraktion 41 

Die Zuordnung erfolgt mittels DC-Analyse (System I, Ninhydrin-Detektion), Die reinen Fraktionen 30-34 
(Rhiz.B) und 39-46 (Rhiz.A) werden jeweils vereinigt (Rhiz.B 13 mg und Rhiz.A 21 mg). 

Mittels Hochdruckflussigkeitschromatographie lasst sich nun die Einheitiichkeit von Rhizocticin A und B 
uberprufen und die Mischung 35-38 in die reinen Komponenten A und B auftrennen: 



Reinheitskontrolle fur Rhizocticin A und B 

Saule: RP18 Nucleosil. 5u; 4,6 x 250 mm, Vorsaule 4,6 x 10 mm 
Mobile Phase: 0.1 % wassrige TFA (A)/ACN (B) 10 Min. isokratisch 100 % A, dann linearer Gradient von 0 
% B auf 100 % B in 30 Min.. Fluss: 1 ml/Min. 
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Semipraparative Trennung des Konzentrats der Mischfraktionen 

Saule: RP18 Nucleosil. 5a; 8 x 250 mm. Vorsauie 8 x 40 mm 
Mobile Phase: 0,1 % wassrige TFA; Russ 3 mi/Min. 

5 Die Strukturerklarung von Rhizocticin A und B erfolgt nach ublichen Methoden, insbesondere durch 
Aminosaureanalyse des Totalhydrolysates, Aufklarung der zunachst unbekannten Aminosaure L-APPA 
mittels NMR ^^P. und und Konfigurationsbestimmung durch gaschromatographischen Vergleich mit 
DL-5-Phosphonovaleriansaure mit dem hydrierten Hydrolysegemisch (TFA/Trimethylderivat) sowie Sequen- 
zanalyse durch kombinierten Dansyl-Edman-Abbau (Dansyl-AS, PTH-AS/DC. GC). DNP-Derivate und C- 

70 Terminus-Bestimmung durch Reduktion mit BsHe zu Aminoalkoholen. 

Charakterisierxing von Rhizoctlcln A, B und L-APPA 

^5 Rhiz. A Rhlz. B L-APPA 

Natur farbl. Pulver farbl. Pulver farbl. Pulver 

MolekiO.^irformel CnHggN^POe CieHaiNePOy C5H10NPO5 

20 Molmasse 351 A50 195 

Sequenz L-Arg-L-APPA L-Val-L-Arg-L-APPA L-APPA 

Loslichkeit: Rhiz. A, B und APPA sind in Wasser und 35 % Ethanol leicht loslich, massig- loslich in 
Ethanoi. hoheren Aikoholen sowie unloslich in unpolaren Losungsmitteln. 

Farbreaktion: die Verbindungen zeigen positive Ninhydrin-Reaktion und ChlorrTDM-Reaktion mit 4,4- 
Tetramethyldiamino-diphenylmethan. 

Dunschichtchromatographische Charakterisierung der Rhizocticine A und B und des hydroiytischen 
Spaltprodukte L-APPA: 

2ur Dunnschichtchromatographie werden Kieselgel-Fertigeplatten 60 Fs« (Merck) verwendet. 
Rf -Werte werden in frisch hergestellten Fiiessmittel-Systemen in mit Fliesspapier ausgelegten. gesattigten 
Kammem (Hersteller Firma Camag/Muttenz, Schweiz) bestimmt. Ueblichen^veise wurden 2 u! einer etwa 1 
proz. Losung aufgetragen. Die Laufstrecke betragt 8-10 cm. 

Die Laufmittel und Rp-Werte sind in der folgenden Tabelle aufgefuhrt. 

Laufmittelsystem (v/v) 



25 



30 



35 



I) Chlorform/Methanol/12,5 % Annnoniak 2:2:1 

40 II) n-Propanol/Pyridin/E±sesslg/Waaser 15:10:3:12 

III) n-Butano/Pyridin/Eiseaslg/Wasser 15:12:3:10 

IV) n-Propanol/Wasser 70:30 

V) n-Butanol/Eisessig/Wasser 2:1:1 



46 



50 



Rhiz. A Rhiz. B APPA 



55 



I 


0,12 


0,21 


0,17 


II 


0,21 


0,29 


0,34 


III 


0,07 


0,12 


0,13 


IV 


0,02 


0,04 


0,21 


V 


0,10 


0,12 


0,16 
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Im 'H-und ^^c-NMR-Spektrum liegen folgende chemische Verschiebungen vor: 



^H"NMR-Daten von Rhizocticin A (5 (ppm) ; D2O) 

gemessene Werte Literaturwerte* Zuordnung 

4,05 4,13 Arg a-H 

2,00 2,02 Arg B-H (2H) 

1,80 1,88 Arg y-H 

3,29 3,27 Arg 6-H 

4,93 (lH;d;J=8,9 Hz) 4,81 APPA a-H 

5,71 (lH;in) 5,64 APPA B-H 

5,88 (lH;ni) 6,12 APPA r-H 

2,62 (2H;m;J=9,3 Hz) 2,72 APPA 6-H 



^ ^ C-NMR-Daten von 


Rhizocticin A (6 (ppm); 


DaO) 


gemessene Werte 


Literaturwerte* 


Multiplizitaten** 


179,8 


175,2 


Arg (C=0) 


35,3 


55,1 


Arg (CH) 


30,4 


28,5 


Arg (CH2)C-3 


25,8 


24,9 


Arg (CH2)C-4 


42,9 


41,5 


Arg (CH2)C-5 


159,3 


157,5 


Arg (C=NH) 



*B.K. Park, A. Hirota, H.Sakai, Agric. Biol. Chem, 41, 573-579 
(1977) 
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70 



20 



25 



30 



171,1 172,7 APPA (C»0) 

55,7 (s) 51,5 APPA (CH) 

128,6 (d;J=13 Hz) 123,5 APPA (CH) 

131,4 (d;J=10 Hz) 132,9 APPA (CH) 

31,6 (d;J=128 Hz) 29,3 APPA (CHs) 



aus Spin-Echo-Experiment 
75 ^^c-NMR-Daten von Rhizocticin B ( <S (ppm); DgO) 



179,8 


Arg 


C-1 


174,3 


APPA 


C-1 


172,2 


Val 


C-1 


159,5 


Arg 


C-6 


130,7 


APPA 


C-4 


129,4 


APPA 


C-3 


61,3 


Val 


C-2 


56,2 


Arg 


C-2 


55,9 


APPA 


C-2 


43,2 


Arg 


C-5 


31,5 


APPA 


C-5 


32,8 


Arg 


C-3 


30,8 


Val 


C-3 


26,9 


Arg 


C-4 


20,5 


Val 


C-4 


19.5 


Val 


C-4' 



40 

Beispiel 7^ isolierung von Rhizocticin C und D 

^5 Bei Isolaten von Rhizocticin B nach Sephadex G-10-Reinigung liegt Mikroheterogenitat vor, d.h. die N- 
terminale Aminosaure Vaiin ist dann zu 0,5-5% durch Leucin und durch Isoleucin ersetzt. Mittels HPLC 
lassen sich aus dem Gemjsch die ebenfalls antlfungischen Tripeptide Rhizocticin C (L-Ile-L-Arg-L-APPA) 
und Rhizocticin D (L-Leu-L-Arg-L-APPA) in geringen Mengen isolieren. 

Saule: RP18 Nucieosil. 5u; 4,6 x 250 mm. Vorsaule 4.6 x 10 mm Mobile Phase: 0,01 M KH2P0a, 
50 isokratisch; Fluss 1 ml/Min. 

Zuordnung und Nachweis erfolgt durch gaschromatographische AS-Bestimmung. Rp-Werte (DC-System 
11): Rhizocticin C Rf = 0,31 
Rhizocticin D Rf = 0,28. 

55 
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Beispiel 8: Herstelfung von L-2-Amino-5'phosphono-3-cis-pentensaure (L-APPA) aus den Rhizocticinen 
durch Hydroylse 

7 mg Rhizocticin A werden in 1 ml 6N HCI 18 h bei 110**C hydrolysiert und im Stickstoffstronn bis zur 
5 : Trockene abgeblasen. 

Das Konzentrat wird in 200 ul Wasser aufgenommen und zur Nachreinigung (Abtrennung von Arginin) 
auf eine Dowex 50 WXB-Ionenaustauschersaule (H'^-Form, 50-100 mesh, 65 x 8 mm) aufgegeben. Wahrend 
Arginin gebunden wird, lasst sich L-APPA bereits mit deionisiertem Wasser (pH 6) eluieren. Die dunn- 
schichtchromatographisch einheitlichen Fraktionen (DC-Kontrolte auf Kieselgel. Gelbfarbung mit Ninhydrin. 
70 Rf = 0,16 in System V) werden vereinigt und lyophilisiert. Es werden 3.1 mg farblose L-APPA erhalten. 

Auf analoge Weise kann man die Rhizocticine B, C und D spalten und aus den Spaltproduktion L-APPA 
gewinnen. 

J5 ^H-NMR-Daten von L-APPA aus der HPLC-Trennung des Hydrolysats von 

Rhizoctilcln A (6 (pptn) ; DgO; 400,13 hfHz) 

gemessene Werte Llteraturwerte* chem. Verschiebung 

2,68 (2H;m;m;J«7,5 Hz) 2,72 ( 2H; d;d; J«8, 4 Hz) 6CH 



2a 


4,59 (lH;d;J*9,8 Hz) 


4,81 (lH;d;J»9,5 Hz) 


aCH 




5,63 (lH;Tn) 


5,64 (lH;d/t;J=5,2, 9, 


5 Hz) SCH 


25 


6,04 (lH;in) 


6,12 (lH;Tn) 


rCH 




^^C-NMR-Daten von L-APPA 


aus der HPLC-Trennung 


des Hydrolysats von 




Rhizocticin A (6 (ppm) ; 


D2O; 100,6 MHz) 




30 


gemessene Werte 


Literaturwerte* 






176,19 (s) 


172,7 Cs) 


C-1 




54,03 (s) 


51,5 (s) 


C-2 


35 


126,48 Cd;J=13 Hz) 


123,5 (d;J«12 Hz) 


C-3 




134,15 (d;J=10 Hz) 


132,9 (d;J=ll Hz) 


C-4 




31,23 (d; J«127 Hz) 


29,3 (d;J»127 Hz) 


C-5 



*B.K- Park, A. Hirota, H.Sakai, Agric . Biol, Chem. 41, 573-579 
(1977) 

Die Konfigurationsbestimmung erfolgte indirekt durch gaschromatographischen Vergieich des hydrierten 
Hydrolysegemisches enthaltend die L-5-Phosphono-vaieriansaure mit D.L-5-Phosphono-valeriansaure. Ga- 
schromatographische Bedingungen: Chirasil-Val, Temperatur Programm 5 Min 80''C isotherm, dann 3°/Min. 
bis 220**C; Tragergas H2 (0 J bar); {TFA/Trimethylsilyi)-Derjvate. 



55 
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Beispiel 9: Hersteflung von L-2-Amino-5-phosphonQ'3-cis-pentensaure (L-APPA) aus den Rhizocticinen 
durch Umsetzung mit Themnolysin 

7 mg Rhizocttcin A in 1,5 m\ 0,05N N-Ethyimorpholiniumacetat. 0,01 M CaCia x 6H2O (pH 7,8) werden 
5 mit 200 ul Themnolysin (2 mg/mi) versetzt. Bei T = 41**C ist die Hydrolyse nach 30 h beendet 
(lonenaustauscher-Aminosaureanalyse). Durch Zugabe verdunnter HCI bis auf pH 3 wird das Enzynrt 
desaktiviert, die Losung am Rotationsverdampfer im Vakuum eingedampft, der Ruckstand in wenig 0,05N 
Essigsaure aufgenommen und auf eine Sephadex G-25-Saule (10 x 250 mm. Laufm. 0,05N Essigsaure) 
aufgetragen. Die mit Ninhydrin auf der DC-Platte (System V) gelb anfarbbaren APPA-Fraktionen werden 
10 gesammelt und eingedampft. 

Das Konzentrat wird wie in Beispiel 8 beschrieben aufgearbettet. Es werden 3.1 mg farblose L-APPA 
erhalten. 

Auf analoge Weise lasst sich L-APPA durch Umsetzung mit Carboxypeptidase A und Trypsin aus den 
Rhizocticinen gewinnen. Je nach Reaktionsbedingungen sind bis zur quantitativen Hydrolyse 3-5 Tage 
75 Inkubation erforderiich. 

Reaktionsbedingungen fur Umsetzungen mit Enzymen: 
Enzym/Substrat-Verhaltnis 5-10 % 

Inkubationstemperatur T = 37*C; fOr Reaktion mit Carboxypeptidase A: 
T = 23°C 

20 Puffer: 0.05N N-Ethylmorphoiiniumacetat, 0,01 M CaCb x 6H2O, pH 7,8 
Substrat-Konzentration: 0.5 mg/ml 

Die enzymatische Umsetzung wird in geeigneten Zeitintervalien verfoigt, indem der Reaktionslosung 
jeweils Aliquots (10 ul) entnommen und auf pH 2,5 mit 1N HCI zur Beendigung der Reaktion angesauert 
werden. Zur Analyse werden die Proben einer automatisierten lonenaustauscher-Aminosaureanalyse zu- 

25 gefCihrt. 



Beispiel 10: Enzymatische Umwandlung von Rhizocticin B in A 

30 Die enzymatische Hydrolyse von Rhizocticin B (L-Val-L-Arg-L-APPA) zu Rhizocticin A unter Abspattung 
von Valin erfolgt mit Pronase aus Streptomyces griseus, einer Peptidase geringer Speztfitat. Der enzymati- 
sche Abbau von L-Val-L-Arg-L-APPA erfolgt quantitativ innerhalb weniger Minuten (ca. 15 Min.) unter Erhalt 
der antltungischen Aktivitat. Durch Abspaltung der N-terminalen Aminosaure Valin wird Rhizocticin A 
gebildet. Die Hydrolyse wird dunnschichtchromatographisch und durch lonenaustauscher-Ami- 

35 nosaureanalyse bestatigt. Fur das gebildete antibiotisch aktive Dipeptid ist nach 12 h noch kein Akti- 
vitatsverlust festsiellbar. Auch das native Rhizocticin A bleibt bei der Pronase-Behandlung inert. 

Die Auftrennung der Spaltprodukte von Rhizocticin nach Pronase-Behandlung erfolgt auf dem Ami- 
nosaure-Analysator Oder nach den zuvor beschriebenen Methoden. 

40 

Beispiel 11: DarsteHung von Rhizocticin A (L-Arg-L-APPA) ausgehend von L-APPA) 

Zu 51 uMol (16 mg) Boc-L-Arg-OH x HCI x H2O gibt man 51 uMo! (6.9 mg) HOBt gelost in 250 ul 
DMF. Unter Ruhren werden 10,7 mg DCC zugegeben, 30 Min. bei RT gerOhrt und von unl5sitchem DCH 

45 abfiltriert. Das Filtrat wird zu 40 uMoI (8 mg) L-APPA. gelost in 200 ul DMF, gegeben und nach Zugabe 
von 2 Aequivalenten (4 ul) N-Ethylmorpholin 4 h bei RT gefuhrt. Das Losungsmittel wird am Rotationsver- 
dampfer im Hochvakuum abgedampft. Der Ruckstand wird mit 2 ml Wasse digeriert und abfiltriert. Das 
Filtrat wird auf pH 7 eingestellt, auf eine Dowex 1X4-Saule (OH-Form, 7 x 50 mm) gegeben. mit Wasser 
und dann mit 0,1 N Essigsaure gewaschen und das Syntheseprodukt mit 2N Essigsaure eluiert. Die 

50 Fraktionen werden am Rotationsverdampfer eingedampft und lyophilisiert. Man erhalt Boc-L-Arg-L-APPA; 
Rp = 0.28 (Kieselgei, n-Propanol/Pyridin/EisessigA/Vasser 15:10:3:12). 

11 uMol (5 mg) Boc-L-Arg-L-APPA werden mit 1 ml TFE/Dichlormethan 1:1 15 Min. bei RT geruhrt. Es 
wird am Rotationsverdampfer im Hochvakuum abgedampft, 3 ml Dichlormethan zugegeben und abge- 
dampft. Der Ruckstand wird in 0,01 N HCI aufgenommen und lyophilisiert. Man erhalt die Titelverbindung L- 

55 Arg-L-APPA (als Hydrochlortd); Rp ~ 0,21 (Kieselgei. N-Propanol/Pyrldin/EisessigAA/asser 15:10:3:12). 
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Beispiel t2: Darstellunq von Rhizocticin B (L-Val-L-Arg-L-APPA) ausgehend von L-Arg-L-APPA 

20 aMol (6.2 nrrg) Boc-L-VaJOSu werden in 1 ml DMF gelost. 40 uMoI (4 ul) N-Ethylmorpholin und 13 
uMol (5 mg) L-Arg-L-APPA x HCI zugegeben und 16 h bei RT geruhrt. Die Reaktionsmischung wird am 
5 Rotations verdampfer im Hockvakuum abgedampft. der Ruckstand in 2 ml Wasser aufgenommen und 
dreimal mit je 2 ml Essigester extrahiert 

Die wassrige Phase wird zur Trockene eingeengt, in 0.01 N HCI aufgenommen und lyophilisiert. Man 
erhalt Boc-L-Val-L-Arg-L-APPA; R? = 0,23 (Kieselgel. n-Butanol/EisessigA/Vasser 2:1 

9 uMol (5 mg) Boc-L-Val-L-Arg-L-APPA werden mit 1 ml TFE/Dichlormethan 1:1 30 Min. bei RT 
70 geruhrt. Die Reaktionsmischung wird am Rotationsverdampfer im Hockvakuum abgedampft- Der Ruckstand 
wird in 200 ui DMF aufgenommen. Nach Zugabe von etherischer HCI (2 ml) fallt das farblose Produkt aus. 
Man erhalt die Titelverbindung L-Val-L-Arg-L-APPA (als Hydrochlorid); Rp = 0.12 (Kieselgel, n- 
ButanoI/EisessigA/Vasser 2:1:1). 

75 

Beispiel 13: 

Analog zu den Beispielen 11 und 12 konnen die folgenden Tripeptrde, bzw. ihre Hydrochloride. 

hergestellt werden: 
20.' L-lle-L-Arg-L-APPA 

L-Leu-L-Arg-L-APPA 

L-Ala-L-Arg-L-APPA 

L-HomoArg-L-APPA 

L-Val-L-HomoArg-L-APPA 
25 L-l!e-L-HomoArg-L-APPA 

L-Leu-L-HomoArg-L-APPA 



Beispiel 14: Darstellunq von L-Val-L-Lys-L-APPA ausgehend von L-APPA 

30 

Eine Losung von 40 uMoI (18.7 mg) Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, 40 aMol (5,4 mg) HOBt und 8,3 mg DOC in 
1 ml DMF wird 30 Min. bei RT geruhrt, abfiltriert und das Filtrat zu 40 uMoi (8 mg) L-APPA, gelost in 0.5 
m! DMF. gegeben. Nach 4 h Ruhren bei RT wird am Rotationsverdampfer im Hockvakuum abgedampft. der 
Ruckstand in 250 ul DMF aufgenommen, vom Unloslichen abfiltriert und auf eine Sephadex LH20-Saule 

35 (200 X 8 mm. Laufmittel DMF) aufgetragen. Die chromatographisch einheitlichen Fraktionen (DC-Kontrolle 
auf Kieselgel in Chloroform/MethanolA/Vasser 65:25:4 R p = 0.19) werden eingedampft. in 5 ml t-Butanol 
aufgenommen und lyophilisiert. 

Eine Losung von 18 uMol (12 mg) Fmoc-L-Lys(Boc)-L-APPA-OH in 2 ml 10 % Piperidin in DMF wird 
30 Min. bei RT geruhrt und am Rotationsverdampfer im Hockvakuum abgedampft Der Ruckstand wird in 

40.: 0.5 ml DMF aufgenommen und mit 4 ml Diethylether und 4 ml Petrolether (30-50**) versetzt. Bei 4*C fallt 
das farblose L-Lys(Boc)-L-APPA aus; Rp = 0,25 (Kieseigei. Chloroform/Methanol/1 2.5 % Ammoniak 2:2:1). 

Eine Losung von 12 uMol (5 mg) L-Lys(Boc)-L-APPA und 20 uMol (6.3 mg) Boc-L-Val-OSu in 1 m! 
DMF wird mit 19 uMol (2 ul) N-Ethylmorpholin versetzt und 12 h bei RT gefuhrt. Das Reaktionsgemisch 
wird am Rotationsverdampfer im Hockvakuum abgedampft. der Ruckstand mit 2 ml Wasser digeriert, 

45 dreimal mit je 2 ml Essigester extrahiert und die wassrige Phase lyophilisiert. 

10 aMol (6.2 mg) Boc-L-Val-L-Lys(Boc)-L-APPA werden mit 1 ml TFE versetzt, nach 30 Min. wird am 
Rotationsverdampfer im Hcrckvakuum abgedampft, der Ruckstand in 1 ml DMF aufgenommen und mit 3 ml 
Diethylether gefallt Der Niederschiag wird 0.01 N HCI aufgenommen und lyophilisiert Man erhalt L-Val-L- 
Lys-L-APPA (als Hydrochlorid); Rp - 0.34 (Kieselgel, n-Propanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 15:10:3:12). 

50 Auf die gleiche Weise konnen die folgenden Tripeptide. bzw. ihre Hydrochloride, hergestellt werden: 
L-lle-L-Lys-L-APP 
L-Leu-L-Lys-L-APP 
L-Ala-L-Lys-L-APP 
L-Val-L-Orn-L-APPA 

55 L-ile-L-Orn-L-APPA 
L-Leu-L-Orn-L-APPA 
L-Ala-L-Orn-L-APPA 
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Beispiel 15: Darsteilung von L-Lys-L-APPA 

Eine Losung von 40 aMol (8 mg) L-APPA und 70 uMol (29.8 mg) Boc-L-Lys(Boc)-OSu in 2 ml DMF 
wird mit 153 uMoI (17 ul) N-Ethylmorpholin versetzt und 12 h bei RT geruhrt. Die Reaktionsmischung wird 
5 ann Rotationsverdampfer im Hockvakuum abgedampft, der Ruckstand in 0.5 ml DMF aufgenommen und auf 
eine Sephadex LH20-Saule (200 x 10 m, Laufmittel DMF) aufgetragen. Die chromatographisch einheitlichen 
Fraktlonen (DC-Kontrolle auf Kieselge! in n-Butanol/EisessigAVasser 2:1:1; Rf = 0,43) werden vereinigt, 
eingedampft, in t-Butanol aufgenommen und lyophilisiert. 

Eine Mischung von 9,6 uMo! (5 mg) Boc-L-Lys(Boc)-L-APPA mit 0,5 ml TFE wird 30 Min. bei RT 
70 geruhrt, am Rotationsverdampfer eingedampft, in 0.01 N HCl aufgenommen und lyophilisiert. Man erhalt L- 
I_ys-L-APPA (als Hydrochlorid); Rf= 0,15 (Kieselgel. n-ButanoI/EisessigAA/asser 2:1:1). 

In gleicher Weise lasst sich L-Orn-L-APPA, bzw. sein Hydrochlorid, darstellen. 



75 Beisipel 16: 

Trockenampullen oder Vialen enthaltend 0,5 g Rhizocticin A als Wirkstoff kann man folgendermassen 
herstellen: 
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Zusammensetzung: (fur 1 Ampulle oder Viale) Wirkstoff 
Mannit 0,5 g 



0.5 g 
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Bne sterile wassrige Losung bestehend aus NA^rkstoff und Mannit wird unter aseptischen Bedingungen 
in 5 ml-Ampullen oder 5 ml-Vialen eingefullt. worauf diese verschlossen und gepruft werden. 



Kurze Beschreibung der Figuren 
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Rg. 1: Fermentation von Bacillus subtilis ATCC 6633 im 20 1-Massstab (PL-Medium, 27^C). 



— -/^V Aktivitat gegen Paecilomyces variotii Tli 137 (mm 
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Hemmhof durchmesser) , 



(^^) Alctivitat gegen Saccharomyces cerevisiae Tti 125 (mm 

Hemmhof durchmesser) , 




^ — ♦ Sediment (%) , ^ Q pH, Bi H P^z (%) • 



Fig. 2: Fermentation von Bacillus subtilis ATCC 6633 im 200 1-Massstab (PL-Medium, 27''G). 
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Anspruche 



1 . Rhizocticine der Formel 
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worin X Wasserstoff Oder einen hydrophoben Aminosaurerest und Y einen basischen Aminosaurerest 
bedeuten, wabei die C2-Atome der Aminosaurereste die L-Konfrguration besitzen, sowie geschutzte 
Derivate und Saize davon. 

2. Rhizocticine der Formel I nach Anspruch 1 . worin X Wasserstoff, L-Val. L-lle. L-Leu Oder L-Ala und Y 
5 L-Arg. L-Lys. L-Orn oder L-HomoArg bedeuten, sowie Saize davon. 

3- Rhizocticin A der Formel I nach Anspruch 1 , worin X Wasserstoff und Y L-Arg bedeuten. sowie Saize 
davon. 

4. Rhizocticin B der Fornnel I nach Anspruch 1. worin X L-Val und Y L-Arg bedeuten, sowie SaIze 
davon. 

JO 5. Rhizocticin C der Formel I nach Anspruch 1, worin X L-lle und Y L-Arg bedeuten, sowie Saize davon. 

6. Rhizocticin D der Formel I nach Anspruch 1, worin X L-Leu und Y L-Arg bedeuten. sowie SaIze 
davon. 

7. Rhizocticin der Formei I nach Anspruch 1 . worin X L-Val und Y L-Lys bedeuten. sowie SaIze davon. 

8. Die Rhizocticine L-Ala-L-Arg-L-APPA. L-HomoArg-L-APPA, L-Val-L-HomoArg-L-APPA, L-l!e-L- 
75 HomoArg-L-APPA. L-Leu-L-HonnoArg-L-APPA. L-lie-L-Lys-L-APPA, L-Leu-L-Lys-L-APPA. L- Ala- L-Lys- L- 

APPA. L-Val-L-Orn-L-APPA. L-lle-L-Orn-L-APPA, L-Leu- L-Orn-L-AP PA und L-Ala-L-Orn-L-APPA. worin L- 
APPA den Rest der L-2-Amino-5-phosphono-3-cis-penter^saure bedeutet. Oder SaIze davon, nach Anspruch 

9. Verfahren zur Herstellung von Rhizocticinen der Formel 

20 

COOH O OH 

X-Y-NH-CH-^=^-CH ( I ) , 

worin X Wasserstoff oder einen hydrophoben Aminosaurerest und Y einen basischen Aminosaurerest 
bedeuten, wobei die C2-Atome der Aminosaurereste die L-Konfiguration besitzen, sowie geschutzte 
Derivate und SaIze davon, dadurch gekennzeichnet, dass man 

a) einen Rhizocticine produzierenden Bakterienstamm in einen Nahrmedium, dass gegebenenfails eine 
Aminosaure X oder Y oder ein Dipeptid X-Y enthalt, zuchtet und aus der Kulturbruhe das gewunschte 
Rhizocticin oder Rhizocticingemisch isoliert, Oder 

b) in beliebiger Reihenfolge die Aminosauren X, Y und L-2-Amino-5-phosphono-3-cis-pentensaure, Oder ge- 
schutzte Derivate davon. peptidartig miteinander verknupft. Oder . 

c) zur Herstellung eines Rhizocticins der Formel I. worin X Wasserstoff ist, aus einem Rhizocticin der 
Formel i. worin X einen hydrophoben Aminosaurerest darstellt, X abspaltet, 

wenn notwendig, die Schutzgruppe(n) abspaltet. und ein erhattenes Rhizocticin der Formel I in eine Salz 
Oder ein erhaltenes Salz in die freie Verbindung Qberfuhrt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9a, dadurch gekennzeichnet, dass als Bakterienstamm Bacillus subtilis 
ATCC 6633 benutzt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 9a. dadurch gekennzeichnet dass als Nahrmedium das PL-Medium 
benutzt wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 9a. dadurch gekennzeichnet, dass man die Rhizocticine A. 8, C und/oder 
D isoliert. 

13. Verfahren nach Anspruch 9b, dadurch gekennzeichnet, dass man L-APPA mit einer an der 
Aminogruppe geschutzten Aminosaure H-Y-OH oder einem an der/den Aminogruppe(n) geschutzten Dipep- 
tid H-X-Y-OH, worin X ein hydrophober Aminosaurerest ist, umsetzt, und aus dem erhaltenen Di-bzw. 
Tripeptid die Schutzgruppe(n) abspaltet- 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die BOC-oder Fmoc-Schutzgruppe und 
als Kondensationsmittel DCC benutzt wird, 

15. Verfahren nach Anspruch 13. dadurch gekennzeichnet, dass die BOC-oder Fmoc-Schutzgruppe 
benutzt wird und die Carboxylgruppe in aktivierter Form als N-Hydroxysuccinimidester vorliegt. 

16. Verfahren nach Anspruch 15. dadurch gekennzeichnet. dass die Schutzgruppen BOG durch 
Behandein mit Trifluoressigsaure und die Schutzgruppen Fmoc durch Behandein mit Piperidin abgespalten 
werden. 

17. Verfahren nach Anspruch 9c. dadurch gekennzeichnet, dass der hydrophobe Aminosaurerest X 
mittels Pronase abgespalten wird. 

18. Extrakte und Konzentrate enthaltend Rhizocticine in angereicherter Form, erhaltlich aus Kul- 
turbruhen gemass dem Verfahren von Anspruch 9a durch Anreicherung der Rhizocticine mittels 
lonenaustauschern oder Adsorberharzen und Ausschlusschromatographie. 
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19. Extrakte und Konzentrate gemass Anspruch 18, enthaltend im wesentlichen die Rhizocticrne A, B. C 
und D. 

20. Verwendung der Rhizocticine Oder Rhizocticine enthaltenden Extrakte oder Konzentrate nach 
Anspruch 1 oder 18 als Fungizide. Nematizide Oder Herbizide. 

5 21, Pharmazeutische Praparate enthaltend ein Rhizocticin nach Anspruch 1 oder ein physiologisch 

annehmbares Salz davon. 

22- Pflanzenschutznnittel enthaltend ein Rhizocticin, nach Anspruch 1, oder einen Extrakt Oder ein 
Konzentrat enthaltend Rhizocticin nach Anspruch 1 8, oder ein pfianzenvertragliches Salz davon. 

23. Herbizides Mittei enthaltend ein Rhizocticin nach Anspruch 1. oder einen Extrakt oder ein 
70 Konzentrat enthaltend Rhizocticine nach Anspruch 18, oder ein Salz davon. 

24. Verfahren zur Herstellung optisch reiner L-2-Amino-5-phosphono-3-cis-pentensaure (L-APPA), 
dadurch gekennzeichnet, dass nnan ein durch Fermentation eines Rhizocticine produzierenden Bakterien- 
stammes erhaltenes Rhizocticin oder Rhizocticingennisch hydrolytisch spaltet und die L-APPA in optisch 
reiner Form isoliert. 

75 25. Verfahren nach Anspruch 24. dadurch gekennzeichnet, dass man Rhizocticine, z.B. Rhizocticin A 
mit Thermolysin spaltet und die optisch reine L-APPA isoliert. 

26. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet. dass man Rhizocticine. z.B. Rhizocticin A 
mit Carboxypeptidase A oder Trypsin spaltet. 

27. Optisch davon L-2-Amino-5-pnosphono-3-cis-pentensaure (L-APPA) und Saize davon. 
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pH Sediment HemmhofJ^^ 




0 20 kQ 60 80 100 120 UO 160 

Zeit Ih] 1 



FIG- 1 Fermentation von Bacillus subiitis ATCC 6633 
im 20 l-MaRstab (PL-Medium, 27''C). 
A — AAktivitaf gegen Paecilomyces variofii 
Tii 137 (mm Hemmhofdurchmesser), 
O — O Aktivitaf gegen Saccharomyces 
cerevisiae Tii 125 (mm Hemmhofdurchmesser), 
Sediment (%), pH,»— ■ p02 (%). 
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pH Mannit Hemmhof 0 

[g/L] [mm] 




FIG. 2 Fsrmenl-ation von Bacillus subtilis ATZZ 6633 
im 200 l-MaHstab (PL-Medium. 27'C). 
Zlr — A.Aki-ivitat gegen PaecUomyces variotii 
Tii 137 (mm Hemmhof durchmesser), # % pH. 
□— DMannitgehalt (g/l). 
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FIG. 1 FermenJaHDn von Sscillus subftUr ATCC 6633 
\m 20 UMafistab (PL-Medium, 27'C}. 
^ — ^Aktivil-it gegen P^eciiomycss vanotil 
Tu-137 tmm Hemmhafdurchmessef), 
O— O Aktivitat geger Sacchsromyces 
* csrevistas Tii 125 (mm Hammhofdurchmesser), 
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FIG. 2 Fermenfationvon Bsciitus subtfUsAlZZ 6633 
im 200 l-Mafisfab (PL-Medfum. Zl^Zl 
^ — ^ Aktivitat gegen Paecilomyces variohi 
Tu 137 (mm Hemmfrofdurchmesserl, • pH, 
QMannitgehaLt (g/1). 
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